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Resumen

Resumen

Azotobacter vinelandii es una bacteria Gram negativa productora de alginato. La
produccidn de alginato por via microbiana representa una alternativa interesante, ya que
permite la produccion de un polimero con una composicion quimica uniforme, en términos
de su peso molecular y su composicion de bloques, el cual puede ser usado en aplicaciones
industriales especificas, con el propdsito de hacerlo eventualmente competitivo
industrialmente.

En los Gltimos afios se han realizados diversos estudios encaminados a la obtencién
y utilizacion de cepas genéticamente modificadas de A. vinelandii. La manipulacion
genética en A. vinelandii, ha permitido generar un gran nimero de cepas mutantes
enfocadas particularmente en la produccion de alginato, obteniendo asi algunas variantes
que presentan un mayor rendimiento por unidad celular, como en el caso de la mutante
ATB, la cual es incapaz de producir poli-B-hidroxibutitato (PHB), ya que tiene lleva una
mutacion en el primer gen del operon phbBAC que impide completamente la sintesis de
PHB.

El objetivo principal del presente estudio consistio en emplear la mutante AT6, con
la finalidad de alcanzar concentraciones superiores de alginato a las obtenidas hasta ahora
con la cepa silvestre y de esta manera maximizar la produccion del polimero. Para esto se
disefiaron estrategias de fermentacion en un cultivo lote alimentado.

Inicialmente, se generd una estrategia de cultivo a nivel matraz, que permitiera
obtener un in6culo con una mayor concentracion de células; de modo que garantizara
alcanzar una mayor densidad celular en un menor tiempo durante los cultivos en
fermentador. Esto permitié lograr un incremento en la produccion de biomasa,
obteniéndose un indculo con una concentracion de 1.6 g/L bajo condiciones de fijacion de
nitrégeno y de menor aireacion.

Durante los cultivos en lote, se demostrd que el empleo de la sacarosa como fuente
de carbono permitié un mayor crecimiento de la cepa mutante AT6 a nivel de fermentador,
bajo condiciones rigurosamente controladas de oxigeno disuelto y pH. El elevado valor en
la TOD (10 %), aunado con una condicion de no fijacién de nitrogeno, permitio el uso mas
eficiente de la fuente de carbono para la produccion de biomasa. Se demostr6 que a valores
elevados de oxigeno disuelto, la produccion de biomasa se ve incrementada. Esta condicion
también favorecio la sintesis de alginato.

En la etapa de alimentacion, la limitacion de oxigeno (cercano a cero) disminuy6
considerablemente la formacion de biomasa. Se logrd incrementar la produccion de
alginato, hasta 9.2 g/L. La produccién volumétrica del polimero fue mayor en comparacién
con lo reportado previamente en cultivos de A. vinelandii con la cepa silvestre y otras cepas
mutantes. Durante estos cultivos se obtuvo un incremento en el peso molecular del alginato
sintetizado al limitar la velocidad especifica de crecimiento de A. vinelandii.
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1 Introduccion

El alginato es un copolimero lineal compuesto por monémeros de acido -D-
manuronico y su epimero el acido o-L-gulurdnico, unidos por enlaces 3 1- 4. El rango de
aplicaciones de estos polimeros es cada vez mas extenso, pudiendo usarse como aditivos
capaces de viscosificar, estabilizar, emulsificar y gelificar soluciones acuosas (Rehm y
Valla, 1997). La importancia del alginato radica en su capacidad para modificar las

propiedades reologicas de los sistemas acuosos (Sutherland, 1990).

La producciéon de alginato, para las aplicaciones actuales, estd exclusivamente
basada en el cultivo de varias especies de algas cafés (Phaeophyceae) en las que
comprende mas del 40 % de la materia en peso seco. A nivel mundial, el alginato con
fines comerciales alcanza un consumo cercano a 40,000 toneladas al afio (Boswell,
2002). Si bien, todos los alginatos comerciales son de origen algal, resulta factible la
produccion del polimero procedente de fuentes bacterianas. Una gran variedad de
bacterias han sido reportadas como productoras de exopolisacaridos, entre ellas
Azotobacter vinelandii, A. chroococcum y varias especies de Pseudomonas, las cuales

sintetiza el exopolisacarido alginato (Gacesa, 1998).

El interés en el alginato microbiano ha sido motivado médicamente, por el rapido
desarrollo de aplicaciones farmacéuticas de ese polimero y el descubrimiento de sus
propiedades inmunologicas, por lo que ha despertado el interés de la industria bioquimica
en desarrollar procesos de optimizacion en su produccion (Sabra et al., 2001). Es
importante sefialar que los alginatos de alta calidad y pureza usados por la industria

farmacéutica alcanzan precios hasta de 40,000 dolares/Kg (Rehm y Valla 1997).

Mediante el uso de cepas modificadas genéticamente se ha logrado una mejora en
el rendimiento de la sintesis de alginato por unidad celular (Segura et al., 2003b). Esta
estrategia molecular ha permitido también, ampliar las propiedades y caracteristicas
quimicas del biopolimero (Pefia et al., 2002). Otro tipo de cepas mutantes han permitido

evitar efectos indeseables en la degradacion del alginato, lo cual permite la sintesis de un



http://biblioweb.dgsca.unam.mx/libros/microbios/Cap6/c6bi.html

Introduccién

producto de mayor uniformidad en términos de los pesos moleculares (Trujillo-Roldan et

al., 2003a).

Se han realizado numerosos estudios sobre la influencia de los factores
ambientales en el crecimiento de A. vinelandii (Annison y Couperwhite 1986; Brivonese
y Sutherland 1989; Pefia et al., 1997; Pena et al., 2000). Se sabe que uno de los
parametros criticos en la produccion del alginato es la tension de oxigeno disuelto (TOD).
A una baja TOD A. vinelandii ademas de producir alginato, acumula altas
concentraciones de un polimero intracelular de reserva, llamado poli-B-hidroxibutirato
(PHB); a una alta TOD, la bacteria usa la fuente de carbono principalmente para la
produccion de biomasa. Recientemente en cultivos tipo lote alimentado, Priego-Jiménez
et al, (2005) observaron que la velocidad especifica de crecimiento (p) juega un papel
clave en la sintesis y peso molecular del alginato. Para esto, utilizaron cultivos
exponencialmente alimentados para mantener los cultivos a p controladas, demostrando
que tanto el rendimiento del alginato sintetizado como su peso molecular se incrementan
conforme la p se disminuye (en un rango de 0.09 a 0.03 h™). Al parecer A. vinelandii
sintetiza alginatos de alto peso molecular como una respuesta de adaptacion a

condiciones limitantes de crecimiento (Priego-Jiménez et al., 2005).

Con el propdsito de optimizar el proceso y entender los mecanismos moleculares
para la sintesis de alginato, se han generado un gran numero de cepas modificadas
genéticamente de A. vinelandii (Galindo et al., 2007). Las cepas mutantes también han
permitido elucidar aspectos claves en la regulacion de la biosintesis del alginato y por lo
tanto, han permitido construir cepas con una mayor produccion especifica de alginato.
Ademas, esta estrategia genética ha permitido generar cepas mutantes que producen
alginatos con caracteristicas quimicas especificas. Sin embargo, todas las mutantes
previamente evaluadas producen menos alginato con respecto al producido por la cepa
silvestre (Galindo et al., 2007). Por esto, el objetivo del presente proyecto plantea
optimizar la produccion de alginato, usando una cepa mutante de A. vinelandii incapaz de

sintetizar poli-B-hidroxibutirato, mediante el uso de cultivos alimentados.
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2 Antecedentes

2.1 Generalidades

En 1881, el quimico Britanico Stanford fue el primero en describir la existencia
del alginato en algas cafés (Phaeophyceae) e identificarlo como constituyente importante
de las paredes celulares. Los alginatos comerciales son obtenidos principalmente de
Laminaria hyperborea, L. japonica, L. digitata, Ascofilium nodosum, Macrocistis
pyrifera y Sargassum spp. El alginato estd compuesto por bloques de acido B-D-
manurdnico y su epimero el acido a-L-gulurénico, la composicion y estructura de sus
bloques puede variar de acuerdo a las condiciones ambientales; condiciones de
crecimiento; la especie empleada; la técnica de extraccion; y de la parte del talo de la cual

el alginato es extraido (Draget et al., 2001).

El alginato est4 presente en casi todas las especies de algas cafés, siendo rentable
la extraccion del polimero en aquellas especies donde el porcentaje del alginato sea
mayor a un 40 % en peso (Rehm y Valla, 1997; Gacesa, 1998). La mayor produccion de
alginato se da en los Estados Unidos (10,000 a 12,000 ton/afio), seguido de China (8,000
a 10,000 ton/ano), el Reino Unido (6,000 a 8,000 ton/afio), Noruega (5,000 ton/afio),
Francia (2,000 ton/afo) y Japon (1,500 a 2,500 ton/afio). De las 12,000 toneladas de
alginato consumidas en los Estados Unidos, el 60 % se empled en el sector alimentario,
20 % en el sector farmacéutico, 10 % en papel y 10 % en la industria textil (Boswell,

2002).

El alginato microbiano fue descubierto mas de 80 afios después de haber sido
aislado de macroalgas marinas, cuando se aislo y se caracteriz6 parcialmente de una cepa
mucoide de Pseudomonas aeruginosa por Linker y Jones (1964). Este exopolisacarido ha
sido ampliamente asociado con la infeccion cronica de pacientes con fibrosis quistica en
los pulmones, donde juega un papel clave como factor de virulencia. Dos afios después,

Gorin y Spencer (1966) demostraron que el alginato acetilado puede también ser
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producido por la bacteria del suelo A. vinelandii como parte del proceso de

enquistamiento.
2.2 Estructura y propiedades del alginato

El alginato estd compuesto de acido -D-manurénico (M) y su epimero el 4cido
a-L-gulurénico (G), estos mondmeros pueden estar arreglados en bloques de estructuras
homopoliméricas (polimanurdnico o poligulurénico) o en estructuras heteropoliméricas
unidos por enlaces 3 1- 4 (Fig. 2.1). La variacién en la secuencia de la cadena de alginato
en relacion con los bloques de dcido manurdnico y acido gulurénico y su longitud, son la
base de su uso industrial, las cuales determinan la capacidad de viscosificacion y
gelificacion que son las caracteristicas mas importantes desde el punto de vista comercial

(Moe et al., 1995; Sabra et al., 2001).

. 00
a) Homopolimero de Q% %8
acido manurdnico coo o

b) Homopolimero de oo 8
acido gulurénico

c¢) Heteropolimero de
acido manuronico
y gulurdnico

(G) (G)

Fig. 2.1. Estructura quimica del alginato.

En general, el tipo de gel que se forma a partir del alginato, depende tanto del
niumero y fuerza de las uniones entre las moléculas de alginato asi como de la

composicion del polimero. Los alginatos que contienen secuencias de poliguluronato,
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tienen alta afinidad para unirse a determinados cationes polivalentes. Tales alginatos
pueden por lo tanto, formar geles rigidos en presencia de calcio (Moe et al 1995; Rehm y
Valla 1997). Esto es debido al arreglo geométrico en la conformacion de los bloques
gulurdénicos que permiten la formacion de espacios huecos en la cadena, lo que ocasiona
que el calcio permanezca en estas zonas de union entre las moléculas del alginato (Fig.
2.2) formando una estructura llamada “caja de huevos”, mientras que los alginatos con
secuencias polimanurénicas forman geles suaves y eldsticos. Las soluciones de alginato
son altamente viscosas, lo cual es causado principalmente por el grado de polimerizacion.
La viscosidad es también dependiente del contenido y distribucion de los dos mondmeros

en la molécula de alginato (Moe et al., 1995; Sabra et al., 2001).

Fig. 2.2. Estructura tipo “caja de huevos” en relacion con la union de cationes divalentes

a secuencias de acido gulurénico.

Tres parametros esenciales determinan la solubilidad del alginato. Por ejemplo
una disminucion en el pH del medio conduce a una precipitacion del alginato en un rango
estrecho, dependiendo del peso molecular del polimero. Por otra parte, al variar la fuerza
ionica del medio, con la adicidn de altas concentraciones de sales inorganicas, el alginato
puede ser precipitado y fraccionado. Asi también, el efecto de iones en la gelificacion

. . 2+ . . .
ocasiona que a concentraciones de Ca™ por debajo de 3 mM, casi todo el alginato se
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encuentre en solucidon, mientras que en concentraciones de excedentes de 3 mM el

alginato se encuentre formando geles (Moe et al., 1995).

2.2.1 Alginatos microbianos

La produccion de alginato por via microbiana representa una alternativa
interesante, ya que permite la produccion de un polimero con una composicion quimica
uniforme, en términos de su peso molecular y su composicion de bloques, el cual puede
ser usado en aplicaciones industriales especificas, con el propdsito de hacerlo

eventualmente competitivo industrialmente (Pena et al., 2002).

Una gran variedad de bacterias han sido reportadas como productoras de
exopolisacaridos. Las bacterias de los géneros Pseudomonas y Azotobacter producen el
polimero alginato, el cual tiene la misma base estructural que los alginatos algales. La
diferencia mas relevante entre el alginato bacteriano y el algal, es que los alginatos
bacterianos poseen un grupo acetilo en el carbono dos o tres del residuo munurosil, en
vez de un hidroxilo, como en los alginatos algales. El grado de acetilacion de los
polimeros bacteriales es variable; por ejemplo, el alginato producido por A. vinelandii
presenta, por cada 5.2 residuos de acidos uroénicos, uno acetilado (Gasesa, 1998). Los
grupos acetilo estan siempre asociados a los residuos de 4cido manurénico (Sabra, 2001).
El polimero producido por P. aeruginosa esta unicamente constituido por residuos de L-
manurdnico, lo que determina en gran medida las propiedades del producto (Sutherland,

1990; Gacesa, 1998).

A diferencia del alginato algal, la produccién de alginato microbiano por
fermentacion tiene la ventaja de una composicion y un rendimiento constante (Clementi,
1997; Rehm y Valla 1997). El alginato bacteriano normalmente tiene un mayor peso
molecular que el polimero algal. El peso molecular de los alginatos algales se encuentra
en un rango de 48,000 a 180,000 kDa; mientras que valores de entre 176,000 y 500,00
kDa se han encontrado para los alginatos de P. fluorescens. Valores similares también

han sido reportados para P. aeruginosa, ademas de que éstos alginatos muestran una




Antecedentes

menor polidispersion, a diferencia del material algal (Clementi, 1997). El alto peso
molecular del alginato bacteriano y su carga negativa permiten que se encuentre
altamente hidratado, lo cual contribuye a la viscosidad (Gacesa, 1998). Por esta razon, la
produccion de alginatos bacterianos ha sido estudiada bajo condiciones controladas de
cultivo. La variacion en el peso molecular, los bloques estructurales y la acetilacion
afectan en gran medida las propiedades fisicoquimicas y reoldgicas del polimero. La base
biologica para esta variabilidad es consecuentemente de importancia cientifica y

funcional. (Smidsrod y Draget, 1996).

La especie A. vinelandii parece ser la mejor candidata para la produccion
industrial de alginato, debido a la composicion quimica y distribucion de pesos
moleculares de su alginato, los cuales definen su aplicacion y son especialmente
requeridos en los campos biotecnoldgicos, biomédicos y farmacéuticos, ademas de que es

una bacteria no patogena (Clementi, 1997).

2.2.2 Aplicaciones comerciales del alginato

El mercado de los alginatos requiere de productos cuyas propiedades reoldgicas y
caracteristicas gelificantes, cubran un amplio margen, ya que esto determina su
aplicacion especifica (Moe et al., 1995). Los alginatos comerciales son utilizados
principalmente como aditivos para gelificar, emulsionar, estabilizar o viscosificar

soluciones acuosas (Rehm y Valla, 1997).

El rango de aplicaciones de estos polimeros es cada vez mas extenso. Son
ampliamente usados en la industria alimentaria, farmacéutica y biotecnoldgica. En la
industria de alimentos, el alginato no contribuye al valor nutritivo, debido que los
humanos no lo metabolizan, ademas de no impartir sabor ni olor a los productos finales.
Una de las aplicaciones biotecnolédgicas de los alginatos, es su uso en la inmovilizacion
de células vivas de diferentes tipos, tales como levaduras para la produccion de etanol o
la produccion de anticuerpos monoclonales en células de hibridomas (Crecenzi, 1995;

Clementi, 1997).
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En la medicina, los alginatos de alta calidad se usan para el tratamiento
experimental de diabetes tipo I, por inmovilizacion de células 3 del pancreas (las cuales
producen insulina) en capsulas de alginato, las cuales funcionan como pancreas artificial
(Sabra et al., 2001). Son utiles para prevenir las ulceras, debido a que en presencia de
acido, son insolubles, formando por lo tanto una capa protectora en el estdbmago
(Crescenzi, 1995; Gacesa, 1998). Los alginatos también estimulan el sistema
inmunolégico a través de células inmunes (monocitos) las cuales secretan citocinas, por
ejemplo, factores a de necrosis tumoral (TNF - o) e interleucinas (IL-1) (Otterlei et al.,
1991). La respuesta del sistema inmune es dependiente de la estructura del alginato;
mientras que los bloques gulurénicos no parecen tener efecto estimulante, los residuos
manuronico del polimero dan la mayor respuesta (Skjak y Braek, 1992). Un resumen de

las aplicaciones mas representativas puede verse en la tabla 2.1

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

INDUSTRIA USO PRODUCTOS
Alimentos Estabilizador de emulsiones  Helados, gelatinas, rellenos para
Agente gelificante panificacion, cubierta de embutidos,
salsas y aderezos.
Espesante Productos enlatados.
Estabilizador de espuma Congelados y deshidratados
Farmacéutica Emulsificante y espesante Jabones y lociones.
Agente desintegrador Tabletas.
Gel absorbente Vendajes quirdrgicos.
Agente de suspension Unglientos y antibioticos.
Agricultura Agente de retencion de agua Acondicionador de suelos
Papel Agente de suspension Corte y dimensionamiento de papel
Textil Espesante y gelificante Impresion de géneros

Explosivos (geles de alginato de
borato) Odontologia (impresiones
dentales) Jugueteria (moldes)
Otras industrias Agente gelificante Fotografia (endurecimiento de
geles) Tratamiento de aguas (agente
floculante) Biocatalizadores
(inmovilizacién de células y
enzimas)

Tabla editada de Lopez-Munguia y colaboradores (1993) y de Gacesa (1998).
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2.3 Biosintesis del alginato.

Pindar y Bucke (1975) determinaron la secuencia de reacciones que intervienen
en la produccion de alginato en A. vinelandii mediante la alimentacion de intermediarios
radioactivos y detectaron la actividad individual de las enzimas involucradas en la ruta

biosintética.

Como se presenta en la figura 2.3, la sacarosa es hidrolizada liberando glucosa y
fructosa, luego de formarse las 2 hexosas-6-fosfato correspondientes, tiene lugar la
formacion de manosa-1-fosfato por la accion de la enzima fosfomanosa isomerasa. La
manosa-1-fosfato es esterificada con GTP por accion de la enzima GDP manosa
pirofosforilasa, para obtener GDP-manosa. Por accion de la GDP-manosa deshidrogenasa
se obtiene GDP-acido manurénico. El 4cido manuronico es el sustrato que se polimeriza
a nivel de la membrana interna, para formar acido polimanurénico (Pindar y Buck, 1975;
Espin, 2002). El polimero es exportado fuera de la célula donde algunos residuos de
manurdnico no acetilados son epimerizados a residuos gulurénicos por multiples

epimerasas extracelulares, dando asi el producto final del alginato (Ertesvag et al., 1995).

2.4 Biosintesis del poli-#-hidroxibutirato (PHB)

El poli-B-hidroxibutirato (PHB) es un polimero compuesto por monémeros de 3-
hidroxibutirato. En A. vinelandii, la fuente de carbono puede ser utilizada para la sintesis
de alginato o para la acumulacion del polihidroxibutirato (PHB), como se muestra en la
figura 2.3. En A. vinelandii estan presentes tres actividades enzimaticas que llevan a cabo
la biosintesis de PHB. El primer paso de la via consiste en la condensacion de dos
moléculas de acetil-CoA, catalizada por la enzima -cetotiolasa, para generar acetoacetil-
CoA. Este ultimo es reducido por una acetoacetil-CoA reductasa, utilizando NADPH y
produciendo B-hidroxibutiril-CoA. Finalmente, las unidades de B-hidroxibutirato son

polimerizadas por la PHB sintasa (Anderson y Dawes, 1990).
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Fig. 2.3. Ruta biosintética del alginato y del poli-B-hidroxibutirato (PHB) en A. vinelandii
(Sabra et al., 2001).

2.4.1 Genes de la biosintesis del poli-s-hidroxibutirato

En A. vinelandii, se han identificado los genes que codifican para las enzimas que

participan en la sintesis de PHB. Los genes que codifican para estas enzimas estan
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incluidas en el operon phbBAC (Segura et al., 2003a). Uno de estos genes, phbA, codifica
para la B-cetotiolasa especifica para la sintesis de PHB (Segura et al., 2000). Los genes

phbB y phbC codifican para la segunda y tercera enzima de la via (Fig. 2.4) (Espin 2002).

sl 5.0N0B.{ phbA 5 phbC s

— | ]
e o o

Acetoacetil-CoA B-cetotiolasa ~ PHB sintasa
reductasa

Fig. 2.4. Genes y enzimas involucradas en la sintesis del polihidroxibutirato (PHB) en A.

vinelandii.
2.4.2 Funcion bioldgica poli-B-hidroxibutirato

En general, en las bacterias productoras de PHB, se presenta la acumulacion del
polimero en respuesta a una limitacion para su crecimiento, principalmente por la falta de
algin nutrimento como nitrogeno, fosforo, magnesio u oxigeno y en presencia de un
exceso de fuente de carbono y energia, ya que este polimero tiene la funcion de
almacenar grandes cantidades de carbono reducido en forma de granulos intracelulares

insolubles, sin afectar la presion osmotica de la célula (Anderson y Dawes, 1990).

Otro papel propuesto para el PHB es el de regulador de los equivalentes de
reduccion intracelulares. Cuando en la célula se presenta una condicion de baja
concentracion de oxigeno (como la requerida para la fijacion de nitrégeno) y existe una
concentracion de carbono alta, se favorece la acumulacion de NADH y NADPH. Estos
metabolitos inhiben varias enzimas del catabolismo de glucosa y del ciclo de Krebs
(Senior et al, 1972). En estas condiciones se sintetiza el PHB. Se ha propuesto que la

sintesis de este polimero permite regular la concentracion de los reductores, ya que
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almacena electrones durante su sintesis, previniendo la generacion de una concentracion
alta de NAD(P)H y permitiendo el funcionamiento de vias metabolicas oxidativas, aun a

concentraciones bajas de oxigeno celular (Senior et al., 1972).

2.5 Produccion de alginato por via fermentativa

En los tltimos afios se han llevado a cabo numerosos estudios sobre la influencia
de diversos factores ambientales en la produccion de alginato por A. vinelandii. Se ha
estudiado el efecto de los nutrientes, la temperatura de cultivo, pH y los efectos de la
concentracion de oxigeno disuelto (Annison y Couperwhite 1986; Brivonese y Sutherland
1989; Pena et al., 1997; Pena et al., 2000). De toda la gama de factores estudiados en el
cultivo de A. vinelandii, se sabe que uno de los parametros criticos en la produccion del
alginato es la tension de oxigeno disuelto (TOD). En los estudios previos (Pena et al.,
2000; Sabra et al., 2000) se encontrd que A. vinelandii produce eficientemente alginato
en niveles de oxigeno entre 3 y el 5 % de la TOD. Por debajo de estos valores, la bacteria
ademds de producir alginato, acumula altas concentraciones de PHB. También se ha
demostrado que las caracteristicas quimicas del alginato estan fuertemente influenciadas

por este parametro (Pena et al., 2000; Trujillo-Roldan et al., 2001b).

Peia et al. (1997) generaron informacion sobre el efecto de la aireacion y las
condiciones hidrodindmicas sobre la produccion y peso molecular de los alginatos en los
cultivos de A. vinelandii. Ellos llevaron a cabo cultivos de A. vinelandii en matraces con
deflectores (con tres mamparas o bafles), donde las bacterias crecieron casi al doble y
produjeron tres veces menos alginato que aquellos cultivos llevados a cabo en matraces
convencionales (de baja oxigenacion). Las viscosidades mas altas fueron aquellas de los
cultivos en matraces convencionales (520 cps) con respecto a los matraces con
deflectores (30 cps). Este ultimo fenémeno estuvo relacionado con un cambio en las
caracteristicas moleculares del polimero, y puede estar relacionado a la sensibilidad
frente al oxigeno de las enzimas clave en la biosintesis del alginato (Pefia et al, 1997).

Horan et al. (1983) encontraron que las actividades de la fosfomanosa isomerasa y la
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GDP-manosa pirofosforilasa se incrementan en concentraciones de 1 y 5 % de la

saturacion y su actividad decrece a mayores niveles de oxigeno.

Posteriormente, en cultivos en fermentador, Pena et al., (2000) reportaron como la
TOD (en el intervalo de 0.5 a 5 %) y la hidrodindmica (velocidades de agitacion en el
intervalo de 300 a 700 rprn) afectaban la produccion de alginato, asi como el peso
molecular del polimero. En condiciones de baja velocidad de agitacion (300 rpm) y una
TOD alta (5 %), el cultivo produjo mas alginato (4.5 g/1) que lo obtenido a la misma
agitacion pero a una TOD de 0.5 % (1.0 g/1). Por otra parte, los valores mas altos de peso
molecular del alginato se obtuvieron a velocidades bajas de agitacion manteniendo
constante la tension de oxigeno disuelto. En el mismo estudio se reportd que, en los
tiempos finales de los cultivos, se observd depolimerizacion del alginato, la cual fue

causada por la actividad de alginato-liasa extracelular (Peia et al., 2000).

2.6 Uso de cepas mutantes en la produccion de alginato

El empleo de cepas mutantes de A. vinelandii ha permitido incrementar los
rendimientos en la sintesis de alginatos, asi como la obtenciéon de polimeros con
diferentes caracteristicas quimicas. Tal es el caso de la cepa DM, la cual presenta una
mutacion en el gen phbR (que codifica para el activador transcripcional del operon
biosintético phbBAC) y en muc26, gen cuya inactivacion provoca un incremento en la
transcripcion del gen algD (que codifica para una enzima clave en la biosintesis del
alginato). Esta cepa exhibi6 pesos moleculares considerablemente altos en relacion con la
cepa silvestre (Pefia et al., 2002). A pesar de que aun cuando no hay una explicacion
clara al respecto, el efecto observado es un indicio de la complejidad en la regulacion de
la polimerizacion del alginato producido por A. vinelandii. Por lo que, es necesario
realizar mas estudios que permitan elucidar a detalle como el peso molecular del

polimero es regulado.

El alginato producido por la cepa silvestre (ATCC9046) se degrada hacia el final

del cultivo, lo cual constituye una situacion indeseable en términos del potencial de
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aplicacion del alginato. Se sabe que el producto de algL posee actividad de alginato liasa
(Llorette et al., 1999). Debido a lo anterior, se construyo la cepa SML2, que lleva una
mutacion no polar en algL y por lo tanto, la actividad alginato liasa no fue detectada en la
mutante SML2. Bajo una tension de oxigeno disuelto constante de 3 %, se obtuvieron
valores altos en el peso molecular del alginato (1,240 kDa) con la cepa SML2, en

comparacion con la cepa parental ATCC9046 (680 kDa) (Trujillo-Roldan et al, 2003a).

2.6.1 Mutante AT6 de A. vinelandii

A. vinelandii produce dos polimeros, el PHB y el polisacarido alginato. En A.
vinelandii la fuente de carbono puede ser convertida a PHB y alginato; sin embargo, la
sintesis del PHB constituye un derroche de la fuente de carbono cuando se busca

optimizar la produccion del exopolisacéarido alginato (Byrom 1987).

El contenido de PHB en A. vinelandii puede comprender cerca del 70 % del peso
celular seco en ciertas cepas. Pefia et al (1997) reportaron que A. vinelandii (ATCC9046)
produce 4.5 g/L. de alginato y acumula arriba del 50 % del PHB en peso celular seco al
final de la fermentacion, cuando la bacteria es crecida en matraces agitados. Como la
acumulacion del PHB y la secrecion del alginato estdn asociados a un proceso de
enquistamiento, resulta dificil separar la sintesis de estos polimeros Unicamente con la
manipulacion de las condiciones ambientales. Sin embargo, esto es posible mediante la
interrupcion de la sintesis de PHB por una mutacion, superando uno de los obstaculos

para la produccion de alginato por A. vinelandii.

En A. vinelandii, cepas mutantes afectadas en el gen phbA son todavia capaces de
producir cerca de un 5 % del PHB producido por la cepa silvestre (Segura et al, 2000);
mientras que, mutaciones en los genes phbB o phbC impiden totalmente la sintesis de

PHB (Segura et al, 2003a).

Segura et al. (2003b) evaluaron la produccion de alginato en la cepa mutante AT6

la cual lleva una mutacion (insercion) en el primer gen del operon phbBAC que impidio
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completamente la sintesis de PHB. La insercion fue polar sobre la trascripcion de los
genes phbA y phbC, y di6 como resultado un aumento significativo en la produccion de
alginato en matraces agitados. Sin embargo, la mutacion tuvo un efecto negativo en el
crecimiento celular. Invariablemente, cuando se cultivan cepas mutantes de A. vinelandii
que sobreproducen alginato, se obtienen p mas bajas que las que se obtienen con la cepa
silvestre. El crecimiento pobre es caracteristico de cepas que sobreproducen alginato
(Nudiez et al, 2000), presumiblemente debido al costo energético impuesto por la

produccion de altas cantidades de este polimero.

Cevallos et al. (1996) reportaron que una mutacion en el gen phbC bloqueo la
sintesis de PHB en Rhizobium etli lo cual trajo como resultado la excrecion de grandes
cantidades de dacidos organicos y aminoacidos. Estos metabolitos también fueron
encontrados intracelularmente, pero fueron insignificantes comparados con la gran
cantidad de estos metabolitos excretados al medio (576 veces mas que en el interior
celular). Otra diferencia importante entre la cepa mutante y la cepa silvestre fueron las
concentraciones del poder reductor. La relacién de NAD'/NADH fue varias veces menor
en la cepa mutante. El efecto de la mutacion en la sintesis de PHB promovié un

desarrollo de metabolismo fermentativo.

En estudios recientes sobre la produccion de alginato por cepas mutantes, se
reporta (Mejia, 2004), que la cepa mutante AT6 de A. vinelandii (no productora PHB),
fue incapaz de crecer en medio Burk modificado (con suministro de extracto de levadura)
en cultivos sumergidos a nivel de matraces agitados. Lo anterior fue ocasionado por una
caida drastica del pH en el medio de cultivo, que podria estar relacionado con la
excrecion de acidos orgadnicos durante las primeras horas del cultivo. Sin embargo,
cuando la cepa mutante fue cultivada en matraces bajo condiciones controladas de pH en
el medio de cultivo, se promovio el crecimiento de la mutante y con ello el rendimiento
de alginato por unidad celular. También, se observd crecimiento cuando la mutante fue
cultivada en un medio so6lido conteniendo un medio de cultivo carente de fuente de
nitrogeno. Sin embargo, a pesar del control en el pH para el caso de los cultivos a nivel

de matraces, se obtuvo una concentracion celular menor a la observada con la cepa
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parental (ATCC9046) y por lo tanto, la concentracion de alginato fue también baja
(Mejia, 2004).

2.7 Cultivos alimentados

Un cultivo alimentado es definido como un sistema donde uno o mas nutrientes
son suministrados al biorreactor durante el tiempo del cultivo y los productos y demas
componentes se mantienen dentro del sistema, hasta el final de la corrida (Yamane y
Shimizu, 1984). Es decir, existe un flujo de entrada pero no uno de salida y el volumen
cambia con respecto al tiempo. Existen muchas modalidades de cultivos alimentados,
ademas, es posible alimentar uno o varios componentes del medio de cultivo. La
alimentacion en forma exponencial tiene un gran atractivo ya que el proceso se aproxima

al comportamiento de un sistema continuo (quimiostato) (Yamane y Shimizu, 1984).

Los cultivos alimentados son una herramienta usada en el area de la produccién
de polimeros y metabolitos secundarios de origen microbiano. Estos cultivos alimentados
conteniendo una concentracion alta de fuente de carbono, son empleados cominmente
para lograr una densidad celular alta y una elevada concentracion del metabolito de
interés. Por ejemplo Merritt et al (2000) reportaron la produccion de
poliribosilribitolfosfato en Haemophilus influenzae utilizando este tipo de cultivos,
observando una maximizacién en el crecimiento celular y en la produccién del
poliribosilribitolfosfato. Es importante sefialar también, que los cultivos lote alimentado,
son opciones utiles en el control de cultivos a bajas velocidades de crecimiento,
condicion que en varios procesos biologicos, ha permitido el incremento en la produccion

de varios metabolitos de interés (Ramirez et al., 1994; Youssef et al., 1999).

En estudios previos con A. vinelandii (Priego-Jiménez et al., 2005) se evalud el
efecto de la p en relacion con el rendimiento de alginato por unidad celular y su peso
molecular. Para esto utilizaron un cultivo exponencialmente alimentado para mantener
los cultivos a p controladas, en rangos de 0.09, 0.06 y 0.03 h™. Con lo cual demostraron

que tanto el rendimiento del alginato sintetizado como su peso molecular se incrementan
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conforme la p se disminuye, y este efecto fue particularmente pronunciado a velocidades

especificas de crecimiento por debajo de 0.09 h™',

El peso molecular obtenido a una p de 0.03 h™' fue 15 veces mayor (1300 kDa) a
los obtenidos en cultivos en lote (95 kDa). A la menor p que se probo (0.03 h), el
rendimiento de alginato por unidad celular fue cerca de dos veces mayor que el
observado a una p de 0.06 h™'. Este estudio demostrd que tanto el peso molecular del
alginato bacteriano como su rendimiento pueden ser maximizados a través de una
estrategia sobre el control del crecimiento. Esto sugiere que las estrategias de cultivo que
minimicen p, maximizaran la produccion de alginato. Al parecer A. vinelandii sintetiza
alginatos de alto peso molecular como una respuesta de adaptacion a condiciones

limitantes de crecimiento (Priego-Jiménez et al., 2005).
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3 Justificacion

En los ultimos afios se han realizado diversos estudios encaminados hacia la
obtencion y utilizacién de cepas genéticamente modificadas de A. vinelandii. Las
modificaciones genéticas en A. vinelandii enfocadas particularmente hacia la produccion
de alginato, han permitido identificar algunos factores que afectan la polimerizacion. Esta
estrategia genética ha permitido construir cepas mutantes con un mayor rendimiento en la
sintesis de alginato por unidad celular. Sin embargo, la produccion volumétrica de
alginato no incremento significativamente debido a que las mutaciones tienen un efecto
negativo en el crecimiento celular (Galindo et al., 2007). Invariablemente, cuando se
cultivan cepas mutantes de A. vinelandii que sobreproducen alginato, se obtienen p mas
bajas que las que se obtienen con la cepa silvestre. Por lo que todas las mutantes
evaluadas producen una menor concentracion de alginato con respecto al producido por
la cepa silvestre. Por esto, en el presente trabajo se planteé maximizar la produccién de
alginato, asi como su peso molecular, empleando una cepa mutante de A. vinelandii
incapaz de sintetizar poli-B-hidroxibutirato. Para lo cual se desarrollo una estrategia de
fermentacion que permita alcanzar concentraciones superiores de alginato mediante un

cultivo lote alimentado.

4 Hipotesis

El cultivo de una cepa mutante de A. vinelandii no productora de PHB en un
sistema lote alimentado permitira incrementar la concentracion de alginato sin detrimento

del peso molecular.
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5 Objetivo general

Maximizar la produccion del alginato sintetizado por una cepa mutante de A.
vinelandii alterada en la sintesis de PHB, mediante el control de pH, oxigeno disuelto,

nutrientes y agitacion en un cultivo lote alimentado.

5.1 Obijetivos particulares

e Implementar una estrategia de fermentacion en lote que permita favorecer el

crecimiento celular de la mutante AT6 de A. vinelandii.

e Establecer las condiciones ambientales que permitan maximizar la produccion del
alginato sintetizado por la cepa mutante AT6 de A. vinelandii en un cultivo lote

alimentado.

e Caracterizar la composicion quimica y reoldgica del alginato sintetizado por la cepa

mutante.
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6 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El objetivo del presente proyecto plantea maximizar la produccion de alginato en
un cultivo lote alimentado a través del uso de una cepa mejorada genéticamente y
mediante la manipulacion de las condiciones de fermentacion. Para lo cual se propuso la

siguiente estrategia experimental (Fig. 6.1).

En una primera etapa, se plante6 favorecer un mayor crecimiento bacteriano
mediante la implementacion de modificaciones en las condiciones de fermentacion, las
cuales permitan maximizar el crecimiento. Debido a que la caida de pH durante las
primeras horas del cultivo es responsable del crecimiento pobre que experimenta la cepa
mutante (Mejia, 2004), en estas fermentaciones se controlé el pH continuamente. A.
vinelandii puede ser cultivada en una gran variedad de fuentes de carbono como glucosa,
fructosa, maltosa, sacarosa, manitol, glicerol y sorbitol. De estos azlcares, se ha
encontrado que la fructosa y el glicerol promueven el crecimiento celular, pero son poco

efectivos para la produccion de alginato (Horan et al., 1981).

Durante la primera etapa se cultivo a la bacteria empleando diferentes fuentes de
carbono como son sacarosa, glucosa y glicerol, debido a que se ha observado que durante
el crecimiento en lote empleando glicerol en un medio rico en fosfatos, A. vinelandii usa
la fuente de carbono predominantemente en la produccion de biomasa y se genera una
menor concentracion de alginato (Horan et al., 1983). Asi mismo, se modifico la
aireacion y el mezclado, los cuales son fundamentales para el suministro adecuado de
oxigeno, con el fin de satisfacer los requerimientos metabolicos especificos para que el
crecimiento bacteriano se vea favorecido, independientemente de la produccion de
alginato. Se sabe que la tensién de oxigeno disuelto (TOD) y la agitacion son parametros
clave en los cultivos de A. vinelandii. Se ha determinado que a valores superiores del 5 %

de TOD el crecimiento de la bacteria se favorece (Pefa et al., 2000).

En una segunda etapa, cuando el crecimiento celular de la cepa mutante fue

considerable, se modificaron las condiciones durante el transcurso del cultivo, de modo
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que favorecio la produccion del alginato en lugar de la produccion de biomasa. Esto se
logré cambiando la TOD entre 0y 1 % y la velocidad de agitacion del cultivo a 300 rpm,
en donde se ha observado que se favorece la produccién del alginato (Pefia et al., 2000).
Durante esta fase, se alimentdé mediante un pulso el sustrato (sacarosa a una
concentracion de 20 g en un volumen pequefio de 50 ml a fin de evitar la dilucion del
cultivo) y nutrientes (a la misma concentracion descrita en la seccion 7.1 de Materiales y
Métodos). También se redujo la velocidad especifica de crecimiento (u) mediante el
control en la TOD, esto con el proposito de someter A. vinelandii a condiciones que
limiten su crecimiento, en donde previamente se habia observado un mayor rendimiento

en la sintesis de alginato y un peso molecular maximo (Priego-Jiménez et al., 2005).

Una vez concluida la segunda parte, se procedié a analizar las caracteristicas
quimicas de alginato obtenido por la cepa mutante de A. vinelandii, las cuales determinan

las propiedades funcionales del biopolimero.

(Mutante) (Parental)

AT6 | l | ATCC9046

- 10% TOD
Etapa | Cultivo en lote a || pH Controlado a 7.2

L Agitacion a 700 rpm
Diversas fuentes

de carbono
: : 0-1%TOD
sapall CUItIVO tlpO IOte pH Co(:ltrolado ar.2
alimentado Agitacion a 300 rpm
- 4 Sacarosa como
l |— fuente de carbono
Etapa Il - Concentracion
Alg INnato |« Caracteristicas quimicas

Figura 6.1. Estrategia experimental.
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7 Materiales y Métodos

7.1 Microorganismos, medio de cultivo y condiciones de crecimiento

La cepa silvestre de A. vinelandii ATCC 9046 y la mutante AT6 que posee una
mutacion en el primer gen del operén phbBAC que impide completamente la sintesis de
PHB (Segura et al., 2003a), se preservaron a 4°C en tubos inclinados (slants) con medio
Burk modificado solidificado con agar (18 g L), sin extracto de levadura. El
mantenimiento se realizd con resiembras mensuales, como ha sido descrito previamente

(Pefia et al., 1997).

Los microorganismos se crecieron en medio Burk modificado (Pefia et al., 1997)
con la siguiente composicion (g L™): sacarosa (20); extracto de levadura (3); K,HPO,
(0.66); KH,PO4 (0.16); MOPS (1.42); CaSoy4 (0.05); NaCl (0.2); MgSO4 « 7H,0 (0.2);
NaMoOy « 2H,0 (0.0029); FeSO4 » 7TH,0 (0.027); las fuentes de carbono alternas glicerol
(20); glucosa (20). Las sales de potasio, la sacarosa, el extracto de levadura y el MOPS se
disolvieron en 900 ml de agua destilada y se ajust6 el pH a 7.2 con NaOH (2N). A su vez,
el sulfato de calcio se disolvio en 50 ml de agua destilada y las sales restantes en el mismo
volumen de agua destilada. Con el objeto de evitar precipitaciones, las tres fracciones se
esterilizaron por separado a 121°C durante 20 min y ya estériles se mezclaron en la
campana de flujo laminar. Para preparar cajas Petri con medio sélido, se utilizo el medio

previamente descrito con agar (18g L)

7.1.2 Inoculo

Para la obtencion de los inoculos, se resembro, de los tubos inclinados a medio
solido (cajas Petri) y se incubd a 29 °C durante 72 h. Tres asadas de las células de las
placas fueron usadas para inocular los matraces, los cuales se incubaron durante 48 h a 29
°C y una velocidad de agitacion de 200 rpm. Las células asi obtenidas se utilizaron para la
preparacion del inoculo en fermentador. La cantidad de inoculo fue la necesaria para

obtener una densidad optica de 0.1, medida a 540 nm en un espectrofotdémetro Beckman
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modelo DU 650. Estos cultivos fueron inoculados con células lavadas, debido a que se ha
demostrado que inoculos con componentes del medio de cultivo agotado tienen un papel
regulador en la biosintesis del alginato, mientras que los inoculos con células lavadas
permiten que los estudios sean conducidos de una forma mas controlada y que los datos
obtenidos puedan ser mejor interpretados, tal y como lo reporta Trujillo-Roldan et al.

(2003b).

7.1.3 Cultivos en lote

Los cultivos en lote y alimentados fueron realizados en un fermentador Applikon
(Holland) de 3 L, con un volumen de trabajo (Vr) de 2 L, equipado con dos turbinas
Rushton (didmetro impulsor/didmetro tanque = 0.35), de 6 paletas planas y un difusor de 7
orificios para efectuar aireacion por burbujeo. El pH se controlé a 7.2 de forma on-off,
adicionando automaticamente NaOH 4 N, usando un amplificador-controlador de pH
(Applikon, ADI 1010) ayudado de una bomba peristaltica. La tension de oxigeno disuelto
(TOD) fue determinada mediante un electrodo polarografico de oxigeno (Metter-Toledo,
Columbus OH). La sefal fue transmitida a un amplificador de oxigeno (Applikon, ADI
1025) y adquirida por una PC (Compaq Deskpro). La TOD se control6 en linea usando un
programa de escrito en Bioexpert NT. La TOD se mantuvo a 10 % mediante la
manipulacion de la presion parcial de nitrégeno y oxigeno en la alimentacion, a través de
controladores de flujo masico (Applikon, ADI 1026) y usando un algoritmo de control
proporcional-integral-derivativo (PID). Los cultivos se desarrollaron a 29 °C usando una

velocidad de agitacion de 700 rpm.

7.1.4 Cultivos alimentados

Los cultivos alimentados (CA) se realizaron en el mismo sistema previamente
descrito, con la incorporacion de un compartimiento en donde se almaceno el sustrato para
la alimentacion (sacarosa a una concentraciéon de 20 g en un volumen relativamente
pequeiio de 50 ml a fin de evitar la dilucion del cultivo y nutrientes a la misma

concentracion descrita en la seccion 7.1 de Materiales y Métodos). Los cultivos
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alimentados se realizaron en un biorreactor de 3 L entre 0 y 1 % de TOD constante, 300
pm y 29 °C. En la figura 7.1 se describe el sistema de fermentacion utilizado para el
desarrollo de los cultivos. Estos cultivos se iniciaron con una etapa en lote, prosiguiendo
con la etapa de alimentacion. Para la adicion de la sacarosa y nutrientes se utilizd una
bomba peristaltica (Applikon, ADI 1025), la alimentacién se realizé de forma manual. El

biorreactor fue operado con un Vi de 2 L.

Sistema de
control ]
| ‘O |
B et © Sensor Motor Sensor
Y, ] OD H ]
— i Interfase ! 1 P

- \=_ﬁ
; I||r;1 - =

NaOH
N> Oy [
Applikon
Sustrato y L
nutrientes /A V. 2L
— = _ [
|

Figura 7.1. Sistema de fermentacion, control y adquisicion de datos para los cultivos

7.2 Métodos analiticos

7.2.1 Determinacion de biomasa

La determinacion de biomasa se llevo a cabo midiendo la concentracion de proteina

(el 50 % del peso seco de la bacteria corresponde a la concentracion de proteina para el
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caso de la mutante AT6), usando el método de Bradford (Bradford, 1976) mediante el kit de
Bio-Rad (California, USA). El azul de Coomassie se une primordialmente a aminoacidos
basicos y aromdticos de una proteina, especialmente a las fenilalaninas y tirosinas. Este es
un procedimiento simple y exacto para determinar la concentracion de la proteina. Implica
la adicion de un colorante acido a la solucién de la proteina y la medida a 595 nm en un
espectrofotometro. La comparacion en una curva patron proporciona una medida relativa de
la concentracion de la proteina. La curva patron se elabor6 utilizado soluciones de albumina

serica bovina en concentraciones de 0.05, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 mg/ml (Fig. 7.2).

0.8 -
€
< 06 -
Yo
[e)]
n
% 0.4 1
g Proteina (mg/mi) = (Abs - 0.1042)/0.7903
0.2 4 R?2 = 0.9972
0 ; ; ; ; ; ‘
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentracion de proteina (mg/ml)

Figura 7.2. Curva patrén para la determinacion de proteina.

7.2.2 Determinacion de biomasa por gravimetria

La determinacion de biomasa se llevo a cabo por un método gravimétrico de peso
seco previamente descrito (Pefia et al., 1997). Se mezclaron 10 ml de caldo de cultivo con
1.0 ml de Na,EDTA (0.1 M) y 1.0 ml de NaCl (1.0 M). Se centrifug6 a 11,000 rpm durante
20 min. Se separ¢ el sobrenadante y posteriormente el paquete celular fue filtrado al vaci6 a
través de membranas Nudeopore de 0.45 pm de tamafo de poro, previamente taradas. La
membrana se puso a secar por 24 h a 70 °C en estufa (Felisa), para finalmente pesarse y

obtener (por diferencia de peso) la cantidad de biomasa (g L™).
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7.2.3 Determinacion de biomasa por turbidimetria

Se tomo una alicuota de 1.0 ml del caldo de fermentacion y se diluy6 1/50 con agua

destilada. Posteriormente, se leyd la absorbancia de la muestra a 540 nm en un

espectrofotometro Beckman modelo DU 650. Los valores se usaron como una manera

rapida de determinar el crecimiento bacteriano en el medio, extrapolandolos en una curva

patron (Penia, 1998). En las figuras 7.2.3a-7.2.3b se muestran las curvas patron para las

diferentes cepas de A. vinelandii utilizadas

0.8 -
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Abs (540 nm)

Biomasa = (Abs - 0.006)/2.5634
R?=0.9812

0

0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

Concentracién de biomasa ATCC 9046 (g/L)

Figura 7.2.3a. Curva patron para la determinacion de biomasa para la cepa ATCC 9046.

Abs (540 nm)

Biomasa = (Abs + 0.0023)/1.1618
R? =0.9927

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

Concentracién de biomasa AT6 (g/L)

Figura 7.2.3b. Curva patrén para la determinacion de biomasa para la cepa AT6.
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7.2.4 Determinacion de acidos organicos

La concentracion de 4cidos orgéanicos se determind mediante una técnica de HPLC
(equipo Waters, 2695), utilizando una columna de intercambio i6nico Aminex HPX-87H,
equipadas con un detector UV (210 nm). Una fase movil de H2SO4 0.008 M se us6é con un
flujo de 0.6 ml/min y una temperatura de 35 °C. El tiempo de corrida de cada muestra fue
de 17 min y las muestras fueron inyectadas por duplicado. La sefial del detector fue

procesada con un programa PC compatible (Empower, Waters).

7.2.5 Extraccion y cuantificacion del alginato

Esta técnica se basa en la precipitacion del polimero con isopropanol y su posterior
cuantificacion gravimétrica (Jarman et al, 1978). El procedimiento es como sigue: se
mezclaron 10 ml de caldo de cultivo con 1 ml EDTA (0.1 M) y 1 ml de NaCl (1.0 M) y
posteriormente se centrifugd a 11,000 rpm (centrifuga Eppendorf 5804) por 25 min. Se
separd el sobrenadante y se mezcloé con 30 ml de isopropanol, dejando reposar 10 min. para
la precipitacion del producto (centrifugdndose nuevamente a 11,000 rpm por 20 min. para
los cultivos en placa). El producto se filtr6 en membranas Nucleopore de 0.22 pum,
previamente puestos a peso constante, las cuales se secaron a 70 °C por 24 h en una estufa
(Felisa). Finalmente, se pesd y se calculd (por diferencia de peso) la concentracion de

polisacarido en el medio.

7.2.6 Determinacion de sacarosa (DNS, [-fructosidasa)

Este método se basa en la hidrdlisis de la sacarosa usando una invertasa (para
producir una molécula de glucosa y una de fructosa) y la posterior medicion de los azucares
reductores libres por medio de la reduccion del acido dinitrosalicilico (DNS). Se forma un
compuesto nitro-aminado amarillo, cuya densidad Optica es proporcional a la concentracion

de grupos reductores (Miller, 1959).
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La solucion de DNS se prepar6 pesando 16 g de NaOH, 300 g de tartrato de sodio y
10 g de DNS y se mezclaron en este orden en 1.0 L de agua destilada, con adicién lenta del
DNS para evitar precipitacion. La solucidon enzimética se prepardé mezclando 20 mg de la
enzima [-fructosidasa con 1.0 ml de amortiguador de citratos (0.32 M, pH 4.6). El
procedimiento es como sigue: se tomo una alicuota de 1.0 ml del caldo de fermentacion y
se diluy6 1/25 con agua destilada y se sirvieron 0.9 ml en tubos de ensayo y se mezclaron
con 0.1 ml de la solucion enzimatica. La mezcla se incubd a temperatura ambiente durante
10 min. y posteriormente se adicion6 1.0 ml de la solucion DNS a cada muestra. Los tubos
se calentaron a ebullicion durante 5 min, e inmediatamente después se enfriaron en bafio de
hielo. A cada tubo se le adicionaron 10 ml de agua destilada y se ley6 la absorbancia a 540
nm (espectrofotdmetro Beckman DU 650) contra un blanco de reactivos. Los valores se
extrapolaron en la curva patrén, la cual se elabor6 utilizando soluciones de sacarosa en

concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 mg/ml (Fig. 6.2.6).
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Sacarosa (mg/ml) = (Abs +0.0261)/0.5634

0.1 1 R? = 0.9994

O T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentracion de sacarosa (mg/ml)

Figura 6.2.6. Curva patron para la determinacion de sacarosa.

7.2.7 Distribucion del peso molecular

La distribucién de pesos moleculares se determind por cromatografia de filtracion
en gel (CFG), usando una serie de columnas Ultrahidrogel (UG 500, 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). Como fase movil se us6 NaNO; 0.1 M a
35°C a un flyjo de 0.9 ml/min. La sefial del detector fue procesada con un programa PC

compatible (Empower, Waters). La calibracion de las columnas se llevo a cabo utilizando
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pululanos de Aerobasidium pullulans como estandares de peso molecular con un rango de
5,800 a 788,000 daltones. La muestra de alginato fue filtrada a través de una membrana
Millipore de 0.22 um y una muestra de 50 ul fue subsecuentemente inyectada en el sistema

HPLC.
7.2.8 Determinacion de PHB por HPLC-UV

La determinacion de PHB se llevd a cabo utilizando la técnica de HPLC (equipo
Waters, 2695). La cuantificacion de PHB se basé en la determinacion de 4cido crotdnico
(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,SOy4
0.014 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).
7.2.9 Analisis reologico

La determinacion de los parametros reologicos de las muestras de fermentacion se
realizaron en un redmetro marca TA Instruments-Waters LLC modelo Advanced
Rheometer 1000 (AR 1000) a 25° C y utilizando una configuracion de cono y plato. Cada
muestra se determind por duplicado a diferentes velocidades de deformacion (desde 0.5
hasta 1500 s) utilizando un cono de acero de 60 mm de didmetro y con un angulo de
inclinacion de 1° O' 12". A los datos obtenidos se les ajustd el modelo de la ley de potencia

para obtener el indice de consistencia (k) e indice de flujo (n):

T=Ko Y
donde:

T = esfuerzo de corte (Pa)

K = indice de consistencia (Pa s")

v = velocidad de corte s

n = indice de flujo, para fluidos newtonianos n = 1(adimensional)
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Durante las mediciones de las muestras se usaron fluidos Newtonianos de referencia
de diferentes viscosidades (Aceites marca Brookfield) para verificar la calibracion del

equipo.
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8 Resultados y discusion

Capitulo I

Cultivos en matraces agitados

8.1 Crecimiento de la mutante AT6 en condiciones no diazotroficas de alta aireacion

La mutante AT6 de Azotobacter vinelandii no productora de PHB se emple6 con
el proposito de alcanzar concentraciones de alginato superiores a las obtenidas hasta
ahora con la cepa silvestre (ATCC 9046), debido a que presenta una mayor produccion
de alginato por unidad celular. Sin embargo, la produccién volumétrica de alginato se
ve limitada debido al pobre crecimiento exhibido durante su cultivo en lote a nivel de
matraces agitados (Segura, 2003b). Por esta razdn, se disefiaron estrategias que

permitieran incrementar el crecimiento de la cepa mutante.

En una primera etapa, se implementaron diferentes estrategias que permitieran
favorecer el crecimiento de la cepa mutante AT6 en matraces agitados,
independientemente de la produccion de alginato. Estos cultivos se realizaron con la
finalidad de generar un in6culo con una alta concentracion de células, de modo que
permitieran alcanzar durante los cultivos en fermentador, una mayor densidad celular en
un menor tiempo. Con este proposito se decidié cultivar a la mutante AT6 bajo
condiciones de alta aireacion. Pefia et al. (1997) han evaluado el efecto de las
condiciones de aireacion durante el crecimiento de la cepa parental de A. vinelandii
(ATCC 9046) a nivel de matraces agitados. En estos estudios se observd que en los
matraces de geometria con deflectores, existe una mayor transferencia de oxigeno, lo
que favorece el crecimiento de la bacteria. Lo anterior puede ser explicado a través de
una mayor actividad en el ciclo de los acidos tricarboxilicos, ademas en esta condicion

de cultivo se presenta una menor produccion de alginato.

Por tal motivo, se emplearon matraces con deflectores con la finalidad de

establecer un sistema de alta oxigenacion que permitiera incrementar la produccion de
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biomasa. Los resultados de estos cultivos se presentan en la figura 8.1. Cada uno de los
puntos de las graficas representa el promedio de tres cultivos independientes. En las
figuras se incluyen barras de desviacion estandar para mostrar la reproducibilidad de los

datos.

En estos cultivos se evalud la produccion de biomasa y se determind el pH
después de 72 h de cultivo, correspondiente al tiempo requerido para que la bacteria se
encuentre en fase estacionaria. Como se puede observar, la concentracion mas alta de

biomasa alcanzada en estos cultivos fue de 0.2 g/L.
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Figura 8.1. Produccion de biomasa y pH obtenido en matraces con deflectores con la

mutante AT6 de A. vinelandii. Biomasa ( 8 ); pH ( E=

). Las lineas
punteadas representan los datos obtenidos empleando la cepa ATCC 9046

cultivada en matraces con deflectores por Pefia et al, (1997).

Los valores obtenidos, son completamente diferentes a los reportados por Pefa
et al. (1997), empleando la cepa silvestre ATCC 9046 de A. vinelandii; reportando un
crecimiento cercano a 6 g/ y una caida en el pH de 7.2 a 6.5. Mientras que, en los
cultivos con la mutante AT6 se observa una caida drastica del pH de 7.2 a 3.9.
Previamente, Mejia (2004) reportd una disminucion drastica del pH en el medio de
cultivo, lo que afectd el crecimiento de la mutante AT6 cuando se cultivo a nivel de
matraces agitados sin deflectores, en un medio conteniendo extracto de levadura como

fuente de nitrogeno.
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La caida del pH en el medio de cultivo de la cepa AT6, parece estar relacionada
con el bloqueo en la sintesis de PHB, causada por la mutacion en el operén phbBAC, lo
cual podria ocasionar un aumento en la disponibilidad intracelular de piruvato, acetil-

CoA y en el poder reductor (Segura et al., 2003a; Segura et al., 2003b).

Como previamente se menciond en los antecedentes, un papel propuesto para el
PHB es el de regulador de los equivalentes de reduccion intracelulares. Cuando en la
célula se presenta una condicion de baja concentracion de oxigeno y existe una
concentracion de carbono alta, se favorece la acumulacion de NADH y NADPH. Bajo
estas condiciones se sintetiza el PHB. Se ha propuesto que la sintesis de este polimero
permite regular la concentracion de los reductores, ya que almacena electrones durante
su sintesis, previniendo la generacion de una concentraciéon alta de NAD(P)H y

permitiendo el funcionamiento de las vias oxidativas (Senior et al., 1972).

En los datos obtenidos por Pena et al. (1997) se observa que aun en condiciones
de alta aireacion (la cual se establece cuando se emplean matraces con deflectores) la
cepa silvestre de A. vinelandii ATCC 9046, acumula cerca del 10 % del peso seco en
forma de PHB. Por lo que posiblemente la regulacion en la biosintesis del PHB sea mas
compleja y no dependa tinicamente de la concentracion de oxigeno. Debido a que la
cepa mutante AT6 presenta un bloqueo en la sintesis de PHB, esto causaria un
incremento en la acetil-CoA y en el poder reductor. Tal condicién podria ocasionar
inhibicion de las enzimas del ciclo de Krebs (Senior et al., 1972), lo que posiblemente
conduciria a la secrecion de acidos organicos que no pueden ser completamente
oxidados. Estos acidos orgénicos serian presumiblemente los responsables en la caida

del pH.

Datos en la literatura apoyan esta idea. Por ejemplo, Cevallos et al. (1996)
reportaron que una mutante en el gen phbC bloqueo6 la sintesis de PHB en R. etli lo cual
promovid la excrecion de grandes cantidades de acidos orgéanicos, como piruvato,

fumarato, malato, lactato y aminoacidos. Otra diferencia entre la cepa mutante de R. etli
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y la silvestre se observo en la relacion NAD'/NADPH, que fue varias veces menor en la
cepa mutante, por lo que el efecto de la mutacion en la sintesis de PHB provocé el

desarrollo de metabolismo “semi-fermentativo”.

Con la finalidad de probar esta hipdtesis, se determinaron los acidos organicos
responsables de la acidificacion del medio de cultivo. Se realizé un andlisis de las
especies acidas presentes en el medio de cultivo. Como se puede observar en la tabla
8.1, la cepa mutante AT6 excreta varios acidos orgdnicos como productos de un
metabolismo “semi-fermentativo”; mientras que, la cepa silvestre inicamente presento
acumulacion de oxalacetato, que es mayor al de la cepa AT6, (28 umol/ml). Lo anterior,
posiblemente se deba al cambio en el flujo de carbono, ya que bajo estas condiciones de
cultivo la acetil-CoA es continuamente alimentado hacia la sintesis de PHB, debido a
una inhibicion de la actividad enzimatica citrato sintasa (Senior y Dawes, 1971) y por lo
tanto se disminuye el flujo de carbono hacia el ciclo de Krebs, resultando en la posible

acumulacion de oxalacetato.

Tabla 8.1 Concentracion de acidos organicos excretados por A vinelandii cultivada en
matraces agitados en condiciones de no fijacion de nitrogeno.

umol/ml
Condicion Cepa Oxalacetato Citrato Malato Succinato Lactato Formato
No diazotrofica AT6 15.3 8.2 3.7 9.5 4.5 19.5
No diazotrofica ATCC 9046 28 ND ND 0.5 0.5 ND

ND, no detectado.

La concentracion de acidos organicos por parte de la cepa AT6 es
completamente diferente con relacion a la cepa silvestre (ATCC 9046), bajo las mismas
condiciones de cultivo (condiciones no diazotréficas). Como se observa, algunos de los
acidos organicos excretados al medio son intermediarios del ciclo de los &cidos
tricarboxilicos, lo que apoya la hipotesis de una menor actividad de las enzimas de este
ciclo. Ambas cepas excretaron acido lactico y succinico, pero la cantidad de cada acido

organico excretado por la cepa AT6, es superior al excretado por la cepa silvestre. Asi,
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la cepa mutante excreta 19 veces mas acido succinico que la cepa silvestre y 9 veces

mas acido lactico que la cepa silvestre.

El proceso de la produccion de lactato, le permitiria a la mutante AT6 regenerar
el dinucledtido adenina nicotinamida (NAD"), ya que la incapacidad de regenerar
NAD" dejaria a la bacteria sin aceptor electronico para la oxidaciéon de las moléculas,
con lo que se detendrian las reacciones que producen energia. La reduccion de piruvato
a lactato permitiria a la mutante continuar con la produccién de ATP. Estos resultados
hicieron evidente que un bloqueo en la sintesis de PHB induce una respuesta “semi-
fermentativa” que es caracterizada por un drastico descenso en la actividad del ciclo de
los acidos tricarboxilicos, posiblemente mediante la inhibicion en las enzimas citrato
sintasa e isocitrato deshidrogenasa y varias enzimas auxiliares como ha sido descrito

para R. etli (Encarnacion et al., 1995).

8.2 Crecimiento de la mutante AT6 en condiciones diazotrdéficas y de alta aireacion

La fijacion de nitrogeno se lleva a cabo por una forma altamente reducida de la
nitrogenasa y precisa de ocho electrones. La fuente inmediata de electrones para reducir
la dinitrogenasa es variable, pudiéndose utilizar ferrodoxina reducida, flavodoxina
reducida, en varios casos la fuente inicial de electrones es el piruvato. El nitrogeno
atmosférico reducido en forma de NH; puede asimilarse en principio como
componente de los aminoacidos, el NADPH proporciona poder reductor necesario para

poder realizar estas reacciones.

Tomando en cuenta lo anterior, se planted la hipotesis de que la fijacion de
nitrégeno en la mutante AT6 posiblemente le permita regular los equivalentes de
reduccion intracelulares, previniendo la generacion de una concentracion alta de
NADPH, de modo que le permita a la célula continuar con el funcionamiento de las vias
oxidativas. Por tal razon, se procedi6 a evaluar el crecimiento de la cepa mutante AT6

cultivada en matraces con deflectores en condiciones diazotréficas. En la figura 8.2 se
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presentan los datos obtenidos bajo estas condiciones de cultivo. Del mismo modo, se
evalud la produccion de biomasa alcanzada por la mutante AT6 después de 72 h de

cultivo y se determin6 el pH final.
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Figura 8.2. Produccion de biomasa y pH obtenido en matraces con deflectores con la
mutante AT6 en condiciones diazotroficas. Biomasa ( &3 ); pH (&Y ).
Produccion de biomasa y pH obtenido en matraces con deflectores con la
mutante AT6 en condiciones de no fijacion de N,. Biomasa (B2 ); pH (£3),

tomado de la figura 8.1.

Como se puede apreciar (Fig. 8.2), se logré un incremento significativo en la
produccion de biomasa de 0.8 g/L y se registro una caida maxima en el pH de 7.2 a 5.2
bajo estas condiciones de cultivo. Este comportamiento parece apoyar la idea de que la
fijacion de nitrogeno en la mutante AT6 le permite regular los equivalentes de
reduccion intracelulares. La regulacion de los portadores electronicos NADH y NADPH
le permitiria a la cepa mutante AT6 continuar operando la via oxidativa del ciclo de los
acidos tricarboxilicos, ya que bajo estas condiciones de cultivo no se presentd una caida
drastica en el pH del medio, seguramente debido a una menor excrecion de acidos
organicos. Esta regulacion en el pH del medio, le permitié a la bacteria continuar
creciendo bajo estas condiciones de cultivo. Debido a que la disminucién dréstica en el
pH, es el principal factor que limita el crecimiento de la mutante AT6 (Mejia, 2004). A
pesar de que se obtuvo un crecimiento importante, Segura et al. (2003a) reportaron un

crecimiento maximo de 1.4 g/L (asumiendo que el 50 % del peso seco de la bacteria
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corresponde a la concentracion de proteina para el caso de la mutante AT6) empleando
la misma cepa mutante, bajo condiciones de cultivo de menor transferencia de oxigeno

(matraces sin deflectores).

La condicion de alta aireacion a la cual estd sometida la bacteria durante su
crecimiento, la obliga a implementar mecanismos para la proteccion de su sistema
nitrogenasa, ya que esta enzima se inactiva irreversiblemente en presencia de oxigeno
(Kim y Rees, 1994). En A. vinelandii la proteccion a la nitrogenasa frente al oxigeno, se
da principalmente a través de un mecanismo de alta actividad respiratoria (Dalton y
Postgate, 1969). Este mecanismo de proteccion denominado respiracion desacoplada es
menos efectivo para la produccion de ATP. El incremento en la respiracion es
acompafiado por un desacoplamiento del transporte de electrones, lo cual permite
incrementar el consumo de oxigeno sin incremento neto en la producciéon de ATP

(Linkerhdgen y Oelze, 1996).

Linkerhdgner y Oelze (1995), reportaron que cuando A. vinelandii es cultivada
de manera diazotrofica, en un cultivo continuo y el ambiente es sometido a un repentino
incremento en la concentracion de oxigeno (estrés oxidativo), los niveles celulares de
ATP disminuyen a diferentes velocidades dependiendo del nivel de estrés al cual es
sometido. En este caso, la sintesis de ATP se ve reducida debido a que A. vinelandii
exhibe un aumento en la actividad respiratoria desacoplada, permitiéndole un consumo
significativo de oxigeno durante la respiracion celular, el cual es esencial para proteger

a la enzima de la inactivacion por el oxigeno.

Es probable que en cultivos de alta aireacion y bajo condiciones diazotréficas
bajo las cuales esta sometida la mutante AT6 durante su crecimiento, el aporte de ATP

estaria limitado, lo que reduciria los niveles de energia empleados para el crecimiento.
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8.3 Crecimiento de la mutante AT6 en condiciones diazotroficas y de baja aireacion

Es generalmente reconocido que el control en el suministro de oxigeno es de
gran importancia para el crecimiento de A. vinelandii, especialmente cuando crece
diazotréficamente, ya que la fijacion de nitrogeno es mas efectiva a menores
concentraciones de oxigeno disuelto (Sabra et al., 1999). Durante la fijacion de
nitrogeno, A. vinelandii es capaz de ajustar su taza de respiracion a un amplio rango de
oxigeno (Manchal y Vanderleyden, 2000). Por lo que, posteriormente, se decidio
modificar las condiciones de aireacion durante el cultivo, con la finalidad de reducir el
estrés oxidativo para realizar la fijacion de nitrogeno, de manera que se produzca mas
ATP sin dejar de proteger al sistema nitrogenasa, para lo cual se emplearon matraces
convencionales durante el cultivo de la mutante AT6. Se evaluo la produccion de
biomasa alcanzada después de 72 h de cultivo, y se determind el pH final. En la figura

8.3 se presentan los datos obtenidos bajo estas condiciones experimentales.
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Figura 8.3. Produccion de biomasa y pH obtenido en matraces convencionales en
condiciones diazotroficas. Biomasa (mm). pH (£5). Produccion de biomasa
y pH obtenido en matraces con deflectores en condiciones diazotroficas.
Biomasa (E=). pH (=), tomado de la figura 8.2. Produccion de biomasa y
pH obtenido en matraces con deflectores en condiciones no fijacion de No.

Biomasa (gg ). pH (s ), tomado de la figura 8.1.

39



Resultados y discusion

Como se puede apreciar, se logro un incremento en la produccion de biomasa,
obteniendo una concentraciéon de 1.6 g/L bajo condiciones diazotroficas de menor
aireacion. Este valor representa el doble del obtenido en condiciones de fijacion de
nitrogeno a alta aireacion (~0.8 g/L). Este resultado sugiere, que el incremento en la
produccion de biomasa, podria ser debido al menor gasto de energia en la proteccion
respiratoria de la nitrogenasa, el cual se traduce en un mayor crecimiento celular, ya que
bajo estas condiciones de aireacion, se presenta probablemente una disminucion en la

respiracion desacoplada. (Linkerhdgen y Oelze, 1996).

El crecimiento obtenido bajo las condiciones mencionadas es similar al obtenido
por Segura et al. (2003a), empleando la misma cepa, pero en condiciones distintas de
cultivo. Del mismo modo se determind el pH, la méxima caida fue de 7.2 a 5.4, debida
seguramente a la excrecion de acido alginico y otros acidos organicos (Clementi et al.,
1995). Como se puede observar en la tabla 8.2, la concentracion de acidos orgénicos
excretados por la cepa AT6 en condiciones de fijacion de nitrogeno y baja aireacion se
redujo considerablemente. Lo cual confirma que el cultivo de la mutante AT6 en una
condicion diazotréfica, permite regular de manera indirecta el pH del medio de cultivo.
Asimismo, una condicion de menor aireacidon permite un mayor crecimiento en

condiciones de fijacioén de nitrogeno.

Tabla 8.2 Concentracion de acidos organicos excretados por A vinelandii (mutante
AT6) cultivada en matraces agitados en condiciones diazotréficas a baja

aireacion.
umol/ml
Condicion Cepa Oxalacetato  Citrato Malato  Succinato Lactato Formato
No diazotrofica AT6 15.3 8.2 3.7 9.5 4.5 19.5
Diazotrofica AT6 7.2 ND 0.8 2.5 0.5 2.5

ND, no detectado.

Previamente se habia observado, que al controlar el pH mediante la
neutralizacion de los acidos en el medio de cultivo se promovia el crecimiento de la
cepa mutante AT6 (Mejia, 2004). Sin embargo, el control del pH en los matraces resulta

complicado y poco practico. Por lo que al parecer, la condiciébn que limita el
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crecimiento estaria ocasionada por la caida del pH y los mecanismos de adaptacion a un
estrés acidico que emplea la mutante para mantener su viabilidad a pH bajo, mas que
por la incapacidad de oxidar la fuente de carbono, ya que muchas enzimas esenciales

para el metabolismo microbiano se inactivan a pHs éacidos.

La tabla 8.3 muestra un resumen del crecimiento alcanzando bajo las distintas
condiciones de cultivo a nivel de matraces y el efecto que se obtiene en el pH del medio
de cultivo. Como se observa, la mejor condicidon para desarrollar un indculo con la
mutante AT6 se logré empleando matraces convencionales (de baja aireacion), en

condiciones diazotroficas.

Tabla 8.3. Crecimiento y pH final exhibido por la cepa mutante AT6 de A. vinelandii
bajo diferentes condiciones de cultivos a nivel de matraces agitados.

Cultivo en matraces

Bafleado Bafleado Convencional
(Alta aireacion) (Baja aireacion)
(Ext. De levadura) (Diazotréficamente)  (Diazotroficamente)

Biomasa (g/L) 0.2 0.8 1.6
pH 3.7 5.2 5.4
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Capitulo II

Cultivos en biorreactores

8.4 Efecto de la fuente de carbono sobre el crecimiento de la mutante AT6 a nivel

fermentador en condiciones diazotroficas

Habiendo definido las condiciones para el desarrollo del inoculo, se llevé a cabo
la evaluacion de la cepa mutante en cultivos sumergidos a nivel fermentador, bajo las
condiciones descritas en la metodologia. En una primera etapa se evaluo el efecto de la
fuente de carbono sobre el crecimiento de la bacteria. Es importante sefialar que A.
vinelandii utiliza la fuente de carbono mediante la via Entner-Doudoroff, el ciclo de las
pentosas y ciclo de los acidos tricarboxilicos, para su crecimiento y desarrollo. Esta
bacteria puede ser cultivada en una gran variedad de fuentes de carbono, como manitol,

sorbitol, glicerol, fructosa, glucosa, sacarosa, manosa y gluconato (Horan et al., 1981).

El estudio de Horan et al, (1981) demostro que, de las diversas fuentes de
carbono en las que puede crecer A vinelandii, el glicerol, sacarosa y glucosa promueven
un mayor crecimiento celular; no obstante, el glicerol es poco efectivo para la
produccion de alginato. Lo anterior motivd a evaluar diferentes fuentes de carbono, con
la finalidad de poder determinar cual fuente de carbono permitiria sostener un mayor

crecimiento.

Por otra parte, es importante sefialar que la tension de oxigeno disuelto (TOD) es
un parametro clave en el crecimiento de A. vinelandii, ya que a valores superiores del 5
% de TOD, se favorece el crecimiento bacteriano (Pefia et al., 2000). Ademas, A.
vinelandii posee una alta velocidad de respiracion (Post et al., 1983) y por lo tanto una
mayor velocidad de consumo de oxigeno, por lo que en cultivos con bajas TOD el
crecimiento se encuentra limitado debido a que presenta una limitacién de oxigeno, lo
cual tiene como consecuencia efectos importantes en el metabolismo microbiano. Por

tal razon, los cultivos en biorreactor se llevaron a cabo usando 10 % de la TOD con la
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finalidad de favorecer el crecimiento y prevenir, mediante una mayor actividad del
metabolismo oxidativo, el aumento en el poder reductor (NAD(P)H) y la acumulacién

de acetil-CoA.

Los resultados de estos cultivos en lote se presentan en la figura 8.4. Las fuentes
de carbono evaluadas fueron: glucosa, sacarosa y glicerol. Cabe mencionar que los
cultivos se realizaron bajo condiciones diazotréficas, ya que es la condicion en la que se

obtuvo una mayor produccion de biomasa a nivel de matraces (ver tabla 8.3).

El pH de estos cultivos se control6 de forma rigurosa ya que es un pardmetro
critico para el crecimiento de la cepa mutante AT6, también la TOD se mantuvo cercana
al set point (10 %). En la figura 8.4b y 8.4d se muestra el control tipico en el pH y en la
TOD respectivamente. En la figura 8.4a se muestran las cinéticas comparativas de

crecimiento.

Se observo que la concentracion més alta de biomasa alcanzada por la mutante
AT6 fue de 3.9 g/L, cuando se emplea sacarosa como fuente de carbon alcanzéndose a
las 15 h de cultivo (Fig. 8.4a). Lo anterior corresponde al tiempo de cultivo cuando la
bacteria entra a la fase estacionaria y la velocidad especifica de crecimiento (i) fue de
0.11 h™. El crecimiento de esta cepa es menor cuando se cultivd empleando glucosa
como fuente de carbono (2.6 g/L), con una p de 0.075 h’'. Finalmente, cuando la
mutante es cultivada en glicerol, se obtiene una menor concentracion de biomasa de 2.0

g/L, con una p de 0.067 h™".

La diferencia de estos resultados con los previamente reportados por Horan et al.
(1981), puede explicarse tomando en cuenta que estos autores, evaluaron las diferentes
fuentes de carbono (glucosa, sacarosa y glicerol), bajo condiciones de cultivo en las
cuales se favorece la produccion de alginato (matraces agitados a baja aireacion); por lo
que la fuente de carbono es destinada tanto para el crecimiento como para la sintesis de

alginato. Mientras que, la elevada tension de oxigeno disuelto a la cual se someti6 la
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mutante AT6 durante su cultivo, permite dirigir preferentemente la fuente de carbono

hacia la produccion de biomasa (Pefia et al., 2000). Por lo que bajo las condiciones

diazotroficas y de una alta TOD evaluadas no se observo produccion de alginato.

Biomasa (g/L)

pH

25
20

Fuente de
carbono (g/L)
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-
N

TOD %
oNvh O ®O
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Figura 8.4 Cultivo en lote de la mutante AT6 con diferentes fuentes de carbono. (a)

concentracion celular; (b) evolucion de pH; (c) consumo de la fuente

carbono; (d) evolucion de la TOD. (@) sacarosa; (m) glucosa; (A) glicerol.
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La menor velocidad de crecimiento obtenida al emplear glicerol como fuente de
carbono, puede ser explicada en parte debido a que esta molécula no puede ser
incorporada directamente a la via Entner-Doudoroff. Por lo que el glicerol es oxidado a
dihidroxiacetona fosfato, la cual a su vez se isomerisa a gliceraldehido-3-fosfato (ver
figura 2.3), incorporando esta ultima molécula a la via gluconeogenética para

finalmente ser metabolizada, aportando de esta manera, piruvato a la célula.

La figura 8.4c muestra el consumo de la fuente de carbono (sacarosa y glucosa)
en las dos condiciones donde se obtuvo un mayor crecimiento al final de la
fermentacion (24 horas). La sacarosa no se consumié completamente al término de la
fermentacion, Unicamente el 77.5 % de la sacarosa es incorporada por la bacteria, con
una velocidad de consumo de 0.89 (gsac/Zbiom h). Del mismo modo, el consumo de
glucosa tuvo un comportamiento relativamente similar al de sacarosa. En este caso, el
consumo de glucosa fue del 83 % con una velocidad de consumo de 1.0 (gsac/Zbiom h),

por lo que posiblemente la limitacion en el crecimiento se deba a otro nutriente.

A pesar de que se obtuvo un comportamiento similar en el consumo de la
sacarosa y en el de glucosa, los rendimientos de biomasa con base en la fuente de
carbono (Y x/s), fueron muy diferentes. Se obtuvo un valor de 0.17 g biomasa/g
sacarosa, para el cultivo con sacarosa y de 0.1 g biomasa/g glucosa para el caso del
cultivo donde se us6 glucosa, el cual se refiere a la cantidad de biomasa generada por
sustrato consumido. Esto demuestra que la sacarosa es la fuente de carbono que permite

soportar un mayor crecimiento.

No obstante al incremento significativo en el crecimiento cuando se cultivo a la
mutante AT6 con sacarosa, la fijacion de nitrogeno que se presenta bajo estas
condiciones de cultivo es altamente demandante de energia, lo cual tiene efectos
importantes en el metabolismo microbiano, afectando el crecimiento de bacteria.

Ademas de que esta condicion diazotrofica, obliga a la mutante a activar mecanismos
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para la proteccion de su sistema nitrogenasa en cultivos con TOD elevadas ya que la

enzima nitrogenasa se inactiva rapidamente por el oxigeno.

Esta demostrado que la cadena respiratoria de A. vinelandii es ramificada e
incluye a la NADH deshidrogenasa desacoplada y el citocromo oxidasa terminal d,
cuya funcion es reducir el O, a H,O, y que es crucial para impedir el dafio causado por
el oxigeno al sistema nitrogenasa (Poole y Hill, 1997). Lo anterior permite desacoplar el
metabolismo respiratorio, provocando asi, un aumento de la velocidad de consumo de
oxigeno y una consiguiente disminucion en la produccion de energia (Bertsova et al.,
1998). Es sabido que hay diferencias importantes en el metabolismo celular si existe
una condicion de fijacion de nitrogeno y este metabolismo cambia considerablemente
con respecto a una condicion de no fijacién de nitrégeno, ya que la célula genera una
mayor demanda de energia necesaria para reducir el nitrogeno atmosférico a NHy"
durante el crecimiento celular, lo cual impactaria directamente en la produccion de

biomasa.

8.5 Cultivo en lote de la mutante AT6 a nivel fermentador con fuente de nitrégeno.

Con la finalidad de favorecer el crecimiento y evitar una respiracion
desacoplada, se procedido a adicionar una fuente nitrogenada para reducir el gasto
energético impuesto por la fijacion de nitrégeno. A diferencia de lo que ocurre durante
el cultivo de la mutante AT6 a nivel de matraces agitados, donde no se controla el pH y
la fijacion de nitrégeno permitia regular de manera indirecta la disminucion en el pH,
los cultivos realizados en el fermentador permiten un control continuo del pH y como se

ha mostrado, este control es realizado con bastante precision (Fig. 8.4b).

Brivonese y Sutherland (1989), compararon cultivos de A. vinelandii realizados
con diferentes fuentes nitrogenadas (orgéanicas e inorganicas) y observaron que en
presencia de amonio (el producto final de la fijacion de nitrogeno) la sintesis de
alginato por A. vinelandii se afecta negativamente. Por su parte Tinoco (1993), estudio

el efecto de diferentes fuentes de nitrogeno al medio de cultivo, analizando fuentes
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inorganicas como acetato de amonio, cloruro de amonio y sulfato de amonio. También
utilizé fuentes organicas como peptona triptona y extracto de levadura, observando que
cuando A. vinelandii se cultiva en presencia de una fuente de nitrogeno, como el
extracto de levadura, su crecimiento se incrementa. Por esta razén se decidio utilizar
extracto de levadura como fuente de nitrégeno a una concentracion de 3 g/L. En la
figura 8.5 se muestra el efecto que produjo la adicion del extracto de levadura como
fuente de nitrogeno y su comparacion con el cultivo en condiciones diazotréficas. En
esta figura se presentan las cinéticas de crecimiento, produccion de alginato, consumo

de sacarosa, pH y el perfil de control de la TOD durante 24 h de cultivo.

Como se puede observar, la adicion de una fuente de nitrogeno en el cultivo de
la cepa AT6 promovid un mayor crecimiento celular, alcanzando una produccion
méaxima de biomasa de 7.5 g/L y una velocidad especifica de crecimiento de 0.13 h'';
mientras que, en condiciones de fijacion de nitrégeno, Unicamente se alcanzd una

concentracion de 3.9 g/L con una p de 0.11 h! (Fig. 8.5a).

Es interesante sefialar que la adicion de extracto de levadura al medio de cultivo,
no solo permitié incrementar la produccion de biomasa, también favorecido la
produccion de alginato en el cultivo de la cepa AT6 (Fig. 8.5b), alcanzando una
concentracion de 2.2 g/L, a pesar de no ser las condiciones Optimas para la sintesis de
alginato (Pefia et al., 2000). Se sabe que la actividad de dos enzimas clave en la sintesis
de alginato (fosfomanosa isomerasa y GDP manosa pirofosforilasa) se incrementan en
concentraciones de oxigeno de 1 a 5 % y disminuyen a niveles mayores de oxigeno

(Horan et al., 1983).

Brivonese y Sutherland (1989) observaron que podian alterar el rendimiento en
la produccion del alginato (Y p/x) sintetizado por A. vinelandii cuando el medio de
cultivo es suplementado con una fuente de nitrogeno (peptona), sugiriendo un rol mas
especifico para los nutrientes nitrogenados. Sin embargo, la naturaleza exacta de como

influyen estos componentes nitrogenados permanece sin ser elucidada.
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Figura 8.5 Cultivo en lote de la mutante AT6 en condiciones de no fijaciéon de N. (a)
concentracion celular; (b) produccion de alginato; (c) consumo de sacarosa;
(d) evolucion de pH; (e) evolucion de la TOD. (e) no fijacion de Ny; (m)

fijacion de N,.
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En la figura 8.5¢ se presenta el consumo de sacarosa en las dos condiciones
evaluadas. En ambos casos la sacarosa no se consumi6 completamente al término de la
fermentacion (24 h), con una velocidad de consumo de 0.7 (gsae/Ebiom h). El rendimiento
entre la biomasa generada y el sustrato consumido (Y x/s), fue superior para la
condicion de no fijacion de nitrogeno obteniendo un valor de 0.4 g biomasa/g sacarosa,
a diferencia de los 0.17 biomasa/g sacarosa obtenidos para el cultivo en condiciones
diazotroficas. La adicion de una fuente nitrogenada al medio de cultivo, mejord
sensiblemente el rendimiento de la biomasa generada a partir de la fuente de carbono,
canalizando preferentemente la fuente de carbono y energia hacia un mayor crecimiento

celular.

El rendimiento (Y x/s) de 0.4 g biomasa/g sacarosa aqui reportado, es superior a
los valores reportados por Trujillo-Roldan (2001a), para cultivos de A. vinelandii con la
cepa ATCC 9046 (en condiciones de no fijacion de nitrégeno). De acuerdo con estos
autores, a bajos niveles de TOD (1 %) se obtiene un valor maximo de Y x/s de 0.3 g
biomasa/g sacarosa. Sin embargo, el alto valor reportado por este autor puede ser
debido a la acumulacion del polimero de reserva PHB, ya que el crecimiento se
determind por un método gravimétrico, el cual no permite diferenciar entre los cambios
ocasionados por multiplicacion celular y la acumulacion de productos intracelulares

como ¢l PHB.

El elevado valor en la TOD (10 %), aunado con una condicion de no fijacion de
nitrogeno permitid el uso mas eficiente de la fuente de carbono para la produccion de
biomasa, demostrando que a valores elevados de oxigeno disuelto la produccion de
biomasa se ve maximizada; ademas, esta condicion de no fijacidon, permite también la
sintesis de alginato. La alta tension de oxigeno disuelto bajo la cual se cultiva a la
mutante AT6, posiblemente permite una mayor actividad de las enzimas involucradas
en el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos, lo que permitiria una mayor sintesis de ATP,
necesario para la sintesis del polimero alginato que es demandante de energia (Jarman y

Pace 1984).
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La tabla 8.4 muestra el efecto que tuvo la adicion de una fuente de nitrogeno
sobre el crecimiento de la mutante AT6 a nivel de fermentador. Bajo estas condiciones
de cultivo se logré mantener un control preciso en el pH, de modo que permitiera

mejorar la produccion de biomasa.

Tabla 8.4. Crecimiento exhibido por la cepa mutante AT6 de A. vinelandii bajo
diferentes condiciones de cultivos a nivel fermentador.

Cultivo en fermentador

Cultivo en condiciones Cultivo con fuente
diazotroficas de nitrégeno
Biomasa (g/L) 4.0 7.5
Alginato (g/L) 0 2.2

8.6 Cultivo alimentado de la mutante AT6 a nivel fermentador

En una segunda etapa, cuando se alcanzé un crecimiento celular significativo,
se procedio a realizar la alimentacion mediante un pulso de sustrato y nutrientes. Al
mismo tiempo se modificaron las condiciones de cultivo, disminuyendo la velocidad de
agitacion y cambiando la TOD. Esto con el proposito de favorecer la produccion de

alginato.

En estudios recientes realizados en cultivos exponencialmente alimentados
(Priego-Jimenéz et al. 2005), se observo que al disminuir la p de A. vinelandii mediante
una limitacion por fuente de carbono, se podia incrementar el rendimiento en la
produccion de alginato, estableciendo una relacion inversa entre Ly el Y p/x, asi como
en el peso molecular del alginato sintetizado. Sin embargo, durante los cultivos en lote
realizados con la cepa mutante AT6, no se presentd limitacion en el crecimiento por
agotamiento de fuente de carbono, por lo que se decidid limitar el crecimiento de la
bacteria durante la etapa de alimentacion a través de la manipulacion en la TOD, con la

finalidad de maximizar la produccion de alginato. Los cultivos alimentados de la
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mutante AT6, se realizaron por triplicado, la fase de cultivo en lote llegd hasta las 18
horas de cultivo, correspondiente al tiempo cuando se observa una desaceleracion en la
velocidad de crecimiento, dando inicio a la etapa de alimentacion. En la figura 8.6 se
presentan los resultados del cultivo alimentado. Las lineas punteadas verticales indican

el tiempo de alimentacion.

Como se observa en la figura 8.6a, en la etapa de alimentacion se disminuy¢ la
velocidad especifica de crecimiento, mediante la manipulacion en la TOD de 10 a 1 %
(Fig. 8.6d), esto con la finalidad de someter a la bacteria a una condicién que limite su
crecimiento. Al limitar el crecimiento de la bacteria mediante la manipulacién del
oxigeno disuelto, se pretende favorecer el rendimiento de la produccion de alginato (Y
p/x), asi como su peso molecular. Tal como lo demuestran los estudios previos por
Priego-Jiménez et al. (2005), quienes observaron que en A. vinelandii la produccion de
alginato por unidad celular y su peso molecular se favorece conforme la p disminuye y
este efecto fue particularmente pronunciado a velocidades especificas de crecimiento

por debajo de 0.09 h™".

La limitacion de oxigeno durante la etapa de alimentacion disminuyd
considerablemente el crecimiento y tuvo un gran efecto en el metabolismo celular y por
lo tanto en la via de biosintesis del alginato. Confirmando que el flujo de carbono es

influenciado directamente por la tension de oxigeno del medio.

En la figura 8.6b se muestra la cinética del consumo de sacarosa durante la etapa
en lote, y en la zona de alimentacion. Obteniendo una velocidad de consumo de 0.7
(gsac/Zviom h) durante la etapa en lote a una TOD del 10 %. Al cambiar la tension de
oxigeno entre 0 y 1 % durante la etapa de alimentacion, las células presentan una menor
velocidad de consumo de 0.2 (gsac/gbiom h), 1o cual puede ser explicado considerando
que a TOD menores, las células presentan un ciclo de &cidos tricarboxilicos menos

activo y por lo tanto una menor actividad metabolica. Como se observa en la figura, la
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sacarosa no se consume completamente al final del cultivo obteniendo concentraciones

de 6.5 g/L.

Lote Alimentado

Biomasa (g/L)

Sacarosa (g/L)

Alginato (g/L)

TOD %

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tiempo (h)

Figura 8.6 Cultivo alimentado de la mutante AT6. (a) Concentracion celular; (b)

consumo de sacarosa; (c) produccion de alginato; (d) evolucion de la TOD.
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Es interesante observar que, a pesar de someter a la cepa mutante AT6 a una
TOD entre 0 y 1 % (Fig. 8.5d), donde se espera un estado “pseudoestacionario” de
crecimiento, la bacteria continua destinando la fuente de carbono para la produccion de
biomasa. Incrementando la concentracion de biomasa en ~2 g/L, para alcanzar una
concentracion final de 9.5 g/L. La velocidad especifica de crecimiento en esta etapa fue

de 0.006 h''.

En la figura 8.6c se presenta la cinética de produccion de alginato. La maxima
produccion de alginato alcanzada, fue de 9.2 g/L. Este valor fue mayor en comparacion
a lo reportado previamente con cultivos de A. vinelandii con la cepa silvestre y otras
cepas mutantes (Parente et al., 1998; Sabra et al., 1999; Peiia et al., 2000, Galindo et
al., 2007), quienes reportan concentraciones maximas de alginato de 5.2 g/L en cultivos
en lote a nivel fermentador. Bajo estas condiciones ambientales y empleando la cepa
mutante AT6 en un sistema tipo lote alimentado, el alginato generado fue casi dos veces
mayor que el alginato sintetizado en el cultivo en lote. En la etapa de alimentacion, el Y
p/x’ fue de ~1 g de alginato/g biomasa. Cabe sefialar que la produccion de volumétrica
del polimero obtenido con esta estrategia de cultivo es la maxima reportada en la

literatura.

La mutacion en la cepa AT6 aunado con una estrategia de fermentacién en un
cultivo lote alimentado, ademas de la manipulacion de la TOD y del pH son en gran
medida los principales factores que promueven la mayor sintesis de alginato por A.
vinelandii. Demostrando que la cepa mutante AT6 de A. vinelandii sintetiza mas
alginato como respuesta de adaptacion a condiciones ambientales que limitan su

crecimiento.

Horan et al. (1981), observaron un incremento en la concentracion de alginato
durante el cese del crecimiento de A. vinelandii y el cual es atribuido a una posible
competencia por intermediarios esenciales involucrados, tanto en la biosintesis de la

pared celular, asi como en la biosintesis de exopolisacaridos. Por su parte, Sutherland
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(1977) sugiere que, el incremento en la sintesis de alginato podria estar relacionado con
la disponibilidad de intermediarios comunes incluyendo GDPmanosa y lipidos
isoprenoides durante la fase estacionaria, los cuales son también utilizados en la sintesis

de peptidoglicanos y lipopolisacaridos durante el crecimiento celular.

8.7 Cultivo alimentado de la cepa silvestre ATCC 9046 a nivel fermentador

Con el proposito de comparar el desempefio de la cepa AT6 con la cepa
silvestre, se procedid a evaluar a la cepa silvestre bajo las mismas condiciones de

cultivo. Los resultados de estos cultivos se muestran a continuacion.

En la figura 8.7 se muestra un comparativo de las cinéticas de crecimiento
(Fig.8.7a), consumo de sacarosa (Fig. 8.7b), produccion de alginato (Fig. 8.7c¢) y el
control en la TOD (Fig8.7d) de la cepa silvestre y de la cepa mutante AT6. Como se
puede observar durante la etapa en lote, la cepa silvestre crecié a una velocidad
especifica de crecimiento (0.2 h™), mayor a la de la cepa mutante AT6 (0.13 h™).
Alcanzado una concentracion maxima de 8.1 g/L en la etapa en lote, por lo que fue
necesario realizar la alimentacion a las 12 h de cultivo, 6 horas antes con respecto a la

alimentacion realizada con la mutante AT6.

A diferencia de lo observado con la cepa AT6, durante la fase de alimentacion,
la cepa silvestre permanecid en un estado de crecimiento “pseudoestacionario” y por lo
tanto no se observd un aumento neto de concentracién de biomasa, por lo que el

crecimiento se controld de forma mas rigurosa mediante la manipulacion en la TOD.

En cuanto a la produccion de alginato, en la figura 8.6b, se presenta la cinética
de produccion de alginato. Se alcanz6 una maxima produccién durante la etapa de
alimentacion de 4.8 g/L, considerablemente menor a lo obtenido con la cepa mutante

AT6 (9.2 g/L).
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Figura 8.7 Cultivo alimentado comparativo de cepa silvestre. (a) Concentracion celular;
(b) consumo de sacarosa; (c¢) produccion de alginato; (d) control de la TOD.

Cepa silvestre (m ). Cepa mutante AT6 (e ).

Como previamente se menciond, en A. vinelandii la biosintesis de PHB se

realiza mediante tres actividades enzimaticas. El primer paso de la via consiste en la
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condensacion de dos moléculas de acetil-CoA catalizada por la enzima B-cetotiolasa
para generar acetoacetil-CoA, la cual es reducida utilizando NADPH y produciendo [3-
hidroxibutiril-CoA, que es el sustrato que finalmente es polimerizado para generar PHB
(Fig. 2.3). Un punto de control importante en esta via se da a través de la actividad en la
enzima [-cetotiolasa la cual es controlada de manera alostérica y es activada cuando la

relacion acetil-Coa/CoA es alta (Senior et al., 1972).

Bajo condiciones de no limitacion de oxigeno, la molécula acetil-CoA es
alimentada al ciclo de los acidostricarboxilicos. Sin embargo, bajo condiciones de
limitaciéon de oxigeno y exceso de fuente de carbono se acumula NAD(P)H como
respuesta a la baja concentracion de oxigeno en el medio. Este metabolito inhibe a las
enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos, lo que disminuye el flujo de carbono
hacia este ciclo, por lo que genera un incremento de la relacion acetil-CoA/CoA y por lo
tanto la estimulacion de la actividad de B-cetotiolasa. Bajo estas condiciones de cultivo,
la cepa silvestre (ATCC 90346) destina el flujo de carbono principalmente hacia la
sintesis de PHB mediante la incorporacion continua del acetil-CoA. Lo anterior provoca
una limitacion en el flujo del ciclo de los acidos tricarboxilicos, lo cual seria
presumiblemente lo que permite un control mas riguroso en el crecimiento y una
aproximacion al estado “pseudoestacionario” durante la etapa de alimentacion. Mientras
que en la cepa mutante, al tener bloqueada la sintesis de PHB, la acetil-CoA estaria
siendo canalizada hacia el ciclo de los acidos carboxilicos y por lo tanto promover un

mayor crecimiento.

La menor produccion de alginato por parte de la cepa silvestre (ATCC 9046),
posiblemente es debido en gran parte a la acumulacién de altas concentraciones de
PHB, esta acumulaciéon demuestra que la fuente de carbono que se emplea para la
sintesis de PHB puede ser canalizada por parte de la cepa AT6 hacia la produccion de
alginato, evitando asi, un derroche en la fuente de carbono cuando se busca maximizar

la produccioén de alginato.

56



Resultados y discusion

Debido a que el alginato y el PHB son dos polimeros que compiten por la fuente
de carbono, es posible que durante la etapa de alimentacion, el control en la TOD
modifique el flujo de carbono en la cepa silvestre, lo cual limitaria la produccion de

alginato debido a la acumulacion de PHB (Galindo et al., 2007).

Con la finalidad de determinar el efecto de la variacion en la TOD sobre la
acumulacion de PHB, se cuantifico la acumulacion del PHB bajo estas condiciones de
cultivo. Como muestra la figura 8.7.1 se observd que durante la etapa del cultivo en
lote, en el que se mantiene un valor elevado en la TOD (10 %), la cepa silvestre
comienza a acumular PHB alcanzando una concentracion de 1 g/L. Mientras que al
variar la TOD en un rango 0 y 1 % (Fig. 8.7d), se presenta un mayor incremento en la
produccion de PHB, llegando hasta valores de 5 g/L, lo cual parece estar relacionado
con la menor produccion de alginato por parte de la cepa silvestre, demostrando el

efecto causado por la tension de oxigeno disuelto sobre la acumulacién del PHB.

Lote Alimentado

0 * T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Tiempo (h)

Figura 8.7.1 Cinética de acumulacioén de poli-B-hidroxibutirato (PHB), en cultivo lote

alimentado de A. vinelandii ATCC 9046.

Como se puede observar, la concentracion de PHB que es sintetizado por la cepa

silvestre, es similar a la concentracion de alginato extra que se logra empleando la cepa
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mutante AT6, lo cual demuestra que el flujo de carbono puede ser canalizado hacia la
produccion de alginato.

Con el proposito de realizar un analisis comparativo, se evaluo la influencia de
la TOD sobre la distribucion de la sacarosa en base al rendimiento obtenido en la
produccion de alginato, PHB, biomasa y el rendimiento global (equivalente a la suma de

los rendimientos previos), durante el cultivo en lote y lote alimentado (Tabla 8.5).

Tabla 8.5 Rendimiento de la fuente de carbono durante el crecimiento de A. vinelandii y
rendimiento en la produccion de alginato por unidad celular.

Cepa Cultivo Yx/s YPaig/S YppHs/s Y giobal YPaig/X
ATCC 9046 Lote 0.35+0.04 0.04 +0.006 0.03 0.42 0.11 £0.01
Alimentado 0.1 £0.02  0.34 + 0.04 0.44 0.89 0.56 + 0.1
AT6 Lote 0.5+0.04 0.15+0.03 - 0.65 0.34+0.15
Alimentado 0.2 +0.04 0.74+0.2 - 0.94 095+0.2

Como se muestra en la tabla 8.5, durante el cultivo en lote de la cepa silvestre
ATCC 9046 y la cepa mutante AT6, se presenta un mayor rendimiento en la produccion
de biomasa en base a la sacarosa (Yx/s). Este efecto es originado por el aumento en la
TOD (10 %), favoreciendo el crecimiento de la bacteria sobre la produccion de alginato
(Ypai/s) o en el caso de la cepa ATCC 9046 sobre la acumulacion de PHB (Yppus/s).
Asimismo, durante la etapa de alimentacion, se observd un aumento en el rendimiento
de alginato en base a la sacarosa por parte de la mutante AT6 (0.74 g alginato/g
sacarosa) y la consecuente disminucion del rendimiento en la biomasa, ocasionado por
el cambio en el flujo de carbono al disminuir la TOD (ver Fig. 8.7), canalizando de esta
forma la fuente de carbono preferentemente hacia la produccién de alginato. Sin
embargo, en los cultivos de la cepa ATCC 9046 el cambio en la TOD durante la etapa
de alimentacion, incrementd el rendimiento en la produccion de alginato (0.34 g

alginato/g sacarosa) y PHB (0.44 g PHB/g sacarosa), debido a que estos dos polimeros
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compiten por la fuente de carbono bajo estas condiciones de cultivo. Estos resultados

indican que la distribucion del carbono puede ser controlado a través de la TOD.

Ademas, como se observa, el rendimiento global es decir, la sumatoria de los
rendimientos YX/s, Ypaie/S y Yppus/s en ambas cepas es muy similar durante la etapa de
alimentacion, obteniendo un Y goba de ~ 0.9 g/g. Sin embargo, el Ygoba entre las
distintas etapas de cultivo (lote y alimentado), presenta claras diferencias, posiblemente
debidas a las distintas velocidades de respiracion; ya que durante la etapa del cultivo en
lote en el que se mantiene un valor elevado en la TOD (10 %), A. vinelandii presentaria
una mayor velocidad de respiracion y por lo tanto una mayor generacion de CO, que no
es cuantificado. Mientras que en la etapa de alimentacion, la velocidad de respiracion
disminuiria debido a la limitacion en la TOD. Con respecto a la produccion de alginato
por unidad celular, se observa un considerable incremento al disminuir la p durante la
etapa de alimentacién, alcanzando un Yp/x’ de 0.95 + 0.2 g alginato/g biomasa, para el

caso de la cepa mutante AT6.
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Capitulo III

Caracteristicas fisicoquimicas del alginato

8.8 Peso molecular del alginato obtenido durante los cultivos en fermentador

En una tercera etapa se procedié a analizar las caracteristicas quimicas del
alginato obtenido durante los cultivos alimentados. Con el propdsito de determinar sus
posibles aplicaciones. En la figura 8.8 se muestra la evolucién del peso molecular
promedio (PMP) del alginato sintetizado por la cepa mutante AT6 y por la cepa
silvestre (ATCC 9046) de A. vinelandii.

Es interesante destacar que durante el cultivo en lote, en el que se mantiene un
valor constante en la TOD (10 %), la cepa mutante AT6 y la cepa silvestre sintetiza
alginatos con un peso molecular promedio relativamente constante de 80 kDa y 120
kDa respectivamente. Este valor es similar a los obtenidos por Pefia et al. (2000),
quienes realizaron fermentaciones con la misma cepa silvestre bajo condiciones
similares (700 rpm), y a una TOD de 5 %, obteniendo pesos moleculares del orden de

los 100 kDa.

Lote Alimentado

PMP (KDa)

0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)

Figura 8.8. Evolucion del peso molecular promedio del alginato obtenido durante el

cultivo alimentado de A. vinelandii. Mutante AT6 (A); cepa silvestre (4).
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Trujillo-Roldan et al. (2004) demostraron que el peso molecular del alginato esta
fuertemente influenciado por la TOD. En cultivos con control de la TOD a 3 % y a 700
rpm, observaron que el peso molecular fue similar durante todo el desarrollo del cultivo.
Los resultados indican que el complejo polimerasa genera distribuciones bien definidas
de polimeros y que, a su vez, este proceso esta estrechamente relacionado con la TOD.
Sin embargo, el proceso intermedio en la biosintesis del alginato, en el cual los
intermediarios (mondmeros u oligbmeros) tienen que cruzar la membrana interna y ser

polimerizados a 4cido polimanurdnico, sigue siendo desconocido.

Durante la etapa de alimentacion, al cambiar la TOD a valores en un rango de 0-
1 % y al disminuir la velocidad de agitacion de 700 a 300 rpm, se muestra un
incremento significativo en el peso molecular del alginato sintetizado por ambas cepas
con relacion al alginato sintetizado durante la etapa en lote. EI PMP méximo del
alginato producido durante la etapa de alimentacion fue de 399 kDa para el caso de al
mutante AT6; mientras que, el PMP en los alginatos de los cultivos llevados a cabo con
la cepa silvestre, siempre fue mayor (944 kDa) que en los cultivos llevados a cabo con

la cepa mutante (Fig. 8.8).

Pena et al. (2000) reportaron como la TOD (en un intervalo de 0.5 a 5 %) y la
hidrodindmica (velocidad de agitacion en el intervalo de 300 a 700 rom), afectaba el
peso molecular del alginato. Obteniendo los valores mas altos del peso molecular del
alginato a bajas velocidades de agitacion. Ademads, el PMP del alginato obtenido fue
funcion del oxigeno disuelto en el medio de cultivo. Por su parte, Reyes et al. (2003)
observaron que en cultivos sumergidos en fermentador, el peso molecular del alginato

se favorecio al operar el fermentador bajo condiciones prolongadas de microaereofilia.

En la figura 8.9 se presentan las distribuciones de los pesos moleculares del
alginato sintetizado a diferentes tiempos de cultivo. Cabe sefialar que entre mas
desplazado esté el cromatrograma hacia la izquierda de la figura, mayor es el peso

molecular del alginato.
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Figura 8.9 Distribucion del peso molecular del alginato producido durante el cultivo
alimentado de A. vinelandii. a) Mutante AT6: (-+) 12 h; (~——) 29 h; (—)
69 h. b) Cepa Silvestre: () 6 h; (——) 28 h; (——) 56 h.

Como se observa (Fig. 8.9a), para el caso del alginato aislado de los cultivos con
la cepa AT6; durante la etapa de alimentacion (29 a 69 h) se presenta dos nuevas
distribuciones de alginato de méas alto peso molecular que se sintetizan, a diferencia de
la distribucion que se obtiene durante la etapa en lote (12 h). Como previamente se
habia discutido A. vinelandii sintetiza una tnica distribucion de alginatos durante todo
el cultivo bajo condiciones controladas de oxigeno disuelto. Una posible explicacion a
este hecho es que el alginato que se analizo en la etapa de alimentacion es el resultado
de la mezcla del alginato que se sintetiza en la etapa en lote y aquel que se produce en la
etapa de alimentacion. Por lo que este efecto podria ser un proceso de “dilucion” con los

alginatos de menor peso molecular producidos durante la etapa en lote.
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En la misma figura (8.9b), se presentan las distribuciones de peso molecular del
alginato que se produce en los cultivos con la cepa silvestre (ATCC 9046). Al igual que
con la cepa AT6, hay un cambio en la distribucidon del peso molecular al pasar de la
etapa de cultivo en lote a la etapa alimentada. Sin embargo a diferencia de lo anterior, el
peso molecular continila aumentando aun en la etapa de alimentacion (28 y 56 h). En
este caso, el proceso de “dilucion” con los alginatos de menor peso molecular
sintetizados durante la etapa en lote no permite explicar completamente la diferencia en

la distribucion del PMP.

Durante la etapa de alimentacion la tension de oxigeno vari6 entre 0—1 %, por lo
que este pudiera ser el factor responsable que promueva la sintesis de un alginato de
mayor peso molecular en comparaciéon con lo ocurrido durante la etapa en lote del
cultivo. La polimerizaciéon es un proceso aun no elucidado, por lo que es dificil ofrecer
una explicacion del peso molecular del alginato obtenido. Sobre este punto, cabe
mencionar que en el trabajo de Trujillo-Roldan et al. (2001b), quienes reportaron el
efecto de oscilaciones en la TOD sobre el alginato producido por A. vinelandii. En este
trabajo se pudo observar que las oscilaciones tenian un efecto importante sobre el PMP
del alginato. Los resultados de este estudio hicieron evidente la compleja regulacion que
tiene A. vinelandii sobre cambios muy pequefos en la TOD, principalmente en las
caracteristicas moleculares del polimero. Demostrando que el sistema enzimatico

involucrado en la polimerizacion es muy sensible a cambios en la TOD.

En general, los resultados indican que los cultivos bajo condiciones de
limitacion de oxigeno permitieron reducir la velocidad de crecimiento, lo cual tiene un
claro efecto sobre la produccion de alginato y el del peso molecular, dando la
posibilidad de sintetizar alginatos de mayor peso molecular a través de la manipulacion
en la TOD. En este sentido, es interesante destacar que durante el crecimiento de A.
vinelandii en cultivos por lote alimentado limitados por la fuente de carbono, Priego-
Jiménez et al. (2005) demostraron que al disminuir la velocidad especifica de

crecimiento se sintetizan alginatos de mayor peso molecular. Estas evidencias indican
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que la velocidad especifica de crecimiento, independiente de como sea manipulada,

determina el peso molecular del alginato sintetizado por A. vinelandii.

El PMP del alginato obtenido en la etapa de alimentacidon con la cepa ATCC
9046 wvarié considerablemente permitiendo sintetizar alginatos con mayor peso
molecular, posiblemente debido a una mayor limitacion en su velocidad de crecimiento.
A pesar de que aun cuando no hay una explicacion clara al respecto, el efecto observado
es un indicio de la complejidad en la regulacion del peso molecular del alginato
producido por A. vinelandii. Una hipétesis que podria explicar la influencia de p sobre
el peso molecular del alginato, es atribuido a una posible competencia por
intermediarios esenciales involucrados, tanto en la biosintesis de la pared celular, asi
como en la biosintesis de exopolisacarido (Horan et al., 1981), esto sugiere que al
limitar la p habria un incremento del peso molecular debido a la disponibilidad de

intermediarios comunes.

8.9 Anélisis reoldgico del alginato obtenido durante los cultivos alimentados

La viscosidad es un parametro fisicoquimico que se considera importante para el
uso y aplicaciéon de los polimeros en la industria. La viscosidad es una caracteristica
propia de una macromolécula en un solvente determinado y es dependiente
principalmente de su masa molecular, de su estructura y de la concentracion del
polimero en solucion (Clementi et al., 1998). Desde el punto de vista industrial, una de
las caracteristicas mas importantes del alginato es su capacidad para formar soluciones
viscosas y como agente gelificante. Por lo que se realizO un andlisis de las
caracteristicas reoldgicas de los alginatos obtenidos en los cultivos alimentados. Estos
analisis se realizaron en un redémetro con una configuracioén de cono y plato (ver detalles

en Materiales y Métodos, seccion 7.2.9).
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El alginato utilizado para los andlisis reologicos fue reconstituido a una
concentracion de 5 mg/mL. En la tabla 8.6 se muestra la viscosidad generada por los
alginatos sintetizados tanto durante la etapa en lote como los sintetizados durante la
alimentacion. Como se observa, la viscosidad generada por el alginato sintetizado por la
cepa silvestre fue superior en comparacion con el alginato sintetizado por la mutante

AT®6, durante el transcurso de la fermentacion.

Tabla 8.6 Viscosidad generada por la solucion de alginato reconstituida. El alginato fue
aislado de los cultivos alimentados realizados con la sepa silvestre y la

mutante AT6 de A. vinelandii.

Viscosidad (mPa s)*
Etapa del cultivo AT6  ATCC 9046
Lote (6 h) 1.2 1.9
Alimentado (28 h) 2.1 2.9
(56,69 h) 3.3 4.9

*y de 0.5 hasta 1500 s™

Las soluciones con los alginatos obtenidos bajo estas condiciones de cultivo
presentaron viscosidades bajas comparadas con las reportadas en matraz (500 mPa s con
concentraciones de 5 g/L de alginato) (Pena et al., 1997; Reyes et al., 2003). Resulta
evidente que al cambiar de escala, el alginato obtenido en fermentador presenta una
calidad inferior en términos de su capacidad viscosificante (la cual es definida como la
viscosidad generada por unidad de concentracion de alginato). Por lo que el alginato
producido en matraz presenta una mayor calidad con caracteristicas reoldgicas de alta

viscosidad.

El comportamiento reologico del alginato reconstituido se muestra en la figura
8.10a. Como se observa, los alginatos sintetizados por ambas cepas presentan un
comportamiento reologico tipo Newtoniano, Es decir, la viscosidad del fluido
permanece constante independientemente del esfuerzo de corte aplicado y donde existe
una relacion lineal entre el esfuerzo de corte y la velocidad de corte, cuya pendiente

representa la viscosidad.
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Figura 8.10 Comportamiento reoldgico del alginato reconstituido que es producido por
A. vinelandii, durante la etapa de alimentacion. a) (m) Cepa Silvestre,
alginato aislado a las 56 h; (m) Mutante AT6 alginato aislado a las 69 h.
b) Comportamiento reologico del alginato aislado de cultivos en matraz,

datos obtenidos por Pena et al., (2006).

Como se observa en la figura 8.10, el comportamiento reoloégico es
completamente diferente al reportado previamente por Pefia et al (2006). Estos autores
reportaron un comportamiento del alginato de tipo reoldgico pseudopléstico (a una
concentracion de 1.8 g/L) de alginatos aislados a partir de cultivos realizados a nivel de
matraces agitados (Fig. 8.10b), donde la viscosidad depende de la velocidad de corte
aplicada y como se observa en la figura 8.10b, la viscosidad disminuye conforme se

aumenta la velocidad de corte del fluido.
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Si bien, los cultivos de A. vinelandii en fermentador permitieron mejorar la
produccion de alginato, las viscosidades generadas por el polimero son menores en
varios Ordenes de magnitud. Un aspecto que determina en gran medida las
caracteristicas reologicas del alginato es su peso molecular. Sin embargo, como se
menciono6 anteriormente, el peso molecular de los alginatos sintetizados en la etapa de
alimentacion fue considerablemente alto (similar a los obtenidos en matraz), por lo que
las diferencias observadas en la viscosidad, no pueden ser explicados por cambios en el

peso molecular del alginato ya que no estd impactando directamente.

Es sabido, que la viscosidad puede estar influenciada por el tipo de mondmeros
de la molécula (relacion de gulurénico / manurdnico), ademas el grado de acetilacion.
Particularmente, se ha observado que el grado de acetilacion tiene un efecto importante
sobre las caracteristicas reologicas del cultivo (Pefa et al., 2006). Tanto la sintesis del
polimero como los cambios en la viscosidad estan relacionadas con las condiciones
ambientales imperantes en el fermentador. Las bajas viscosidades generadas en el
fermentador pueden estar relacionadas con la acetilacion de la molécula de alginato asi
como a posibles cambios en su composicion quimica, sobre todo en la relacion de
monoémeros (4cido gulurdnico/dcido manurdnico). Posiblemente los periodos de
limitacion de oxigeno presentes con los cultivos en matraces (ocasionados por la alta
velocidad de respiracion de la bacteria), pudieran estar impactando directamente en
multiples enzimas como las epimerasas o acetilasas; dando asi, un producto con
caracteristicas ~ reoldgicas  completamente  diferentes debidas a  cambios

conformacionales en la molécula del alginato.
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X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

L)

L)

Durante el crecimiento en matraces agitados bajo condiciones de no-fijacién de
nitrégeno, la cepa mutante AT6 de A. vinelandii presenté un metabolismo “semi-
fermentativo” desencadenado como resultado del bloqueo en la sintesis de PHB.

El cultivo de la cepa mutante AT6 a nivel de matraces agitados bajo condiciones de
fijacion de nitrégeno, redujo la respuesta “semi-fermentativa” permitiéndole a la

célula continuar con el funcionamiento de las vias oxidativas.

Los rendimientos de biomasa con base en la fuente de carbono, fueron superiores
para los cultivos con sacarosa, demostrando que es la fuente de carbono que permite
soportar un mayor crecimiento de la cepa mutante AT6 a nivel de fermentador bajo

condiciones controladas de oxigeno disuelto y pH.

La adicién de una fuente nitrogenada como el extracto de levadura al medio de
cultivo de la cepa AT6, mejord sensiblemente el rendimiento de la biomasa
generada, canalizando preferentemente la fuente de carbono y energia hacia un
mayor crecimiento celular a nivel fermentador manteniendo un control riguroso del
pH y de la TOD.

El pulso de sacarosa y nutrientes durante la etapa de alimentacion junto con el

cambio en la TOD, permitié incrementar la concentracion de alginato.

La velocidad especifica de crecimiento por debajo de 0.1 h™, independientemente de
coémo sea manipulada, determina el peso molecular del alginato sintetizado por A.

vinelandii.

Mediante el uso de estrategias de biologia molecular y bioingenieria fue posible
maximizar la produccion de alginato sintetizado por la mutante AT6 de A.
vinelandii, incrementando al doble la produccion volumétrica en relacion a lo

obtenido con la cepa silvestre.
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10 Perspectivas

+¢+ Continuar trabajando con cepas modificadas genéticamente, que permitan
dilucidar mecanismos para incrementar el peso molecular del alginato

sintetizado por A. vinelandii.

+* Realizar estudios de vias metabolicas que permitan comprender los efectos de
mutaciones en cuanto a la formacion del producto con caracteristicas quimicas

especificas.
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