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Nomenclatura

Nomenclatura

Simbolo
ATCC

G

M
G/M
MOPS

PHB

PM
PMP
gs
rpm
TOD
Y aigix

Y Algss

Y XIS

pap

Significado
American Type Culture Collection
Gulurénico
Manurdnico
Relacion acido gulurénico/acido manurénico
Acido 3-N-morfolino propanosulfonico
Poli-S-hidroxibutirato
indice de polidispersion
Peso molecular
Peso molecular promedio
Velocidad de consumo de sustrato
Revoluciones por minuto
Tension de oxigeno disuelto
Rendimiento de alginato por unidad celular
Rendimiento de alginato con base a sacarosa
Rendimiento de biomasa con base a sacarosa
Velocidad especifica de crecimiento
Viscosidad aparente
indice de consistencia
indice de flujo
Gradiente de deformacion
Frecuencia angular
Modulo elastico o mddulo de almacenamiento
Modulo viscoso o médulo de pérdida

Modulo complejo

Unidades

kDa
kDa
g/g*h
min’
%
9/g
9/g
9/g
bl
mPa*s

mPa*s"

Pa
Pa

Pa
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Resumen

Resumen

El alginato es un polimero lineal conformado por el acido a-L-gulurénico(G) y su epimero el
acido B-D-manurdnico (M). Gracias a sus propiedades fisicoquimicas se emplea en diferentes sectores
industriales como agente gelificante, viscosificante y estabilizante. Actualmente, la industria
farmacéutica ha mostrado un particular interés en los alginatos debido a que su composicion quimica y
arreglo secuencial de mondmeros se ha relacionado con efectos bioldgicos relevantes, como el hecho
de que polimeros con alto contenido de &cido manuroénico inducen la produccién de citocinas y
estimulan receptores. También se ha demostrado que los oliguluronatos modifican transitoriamente
estructuras de mucina, abriendo posibilidades para el tratamiento de algunas enfermedades
respiratorias (Draget y Taylor, 2011). Dichos efectos bioldgicos, han derivado en una demanda de
alginatos cada vez mas especificos y con alto grado de pureza. Sin embargo, los alginatos comerciales
se sintetizan a partir de algas marinas, por lo que su composicion varia ampliamente dependiendo de
las especies e incluso de los diferentes tejidos de que se extraen, limitando la produccion de este tipo de
polimeros. Como alternativa para su produccion se ha evaluado la sintesis alginatos a partir de
bacterias como Azotobacter vinelandii, debido a la posibilidad que ofrecen de sintetizar polimeros con
caracteristicas moleculares definidas. Para lograrlo se han disefiado numerosas estrategias que
combinan principalmente dos éareas de investigacion, la bioingenieria y la biologia molecular. En la
primera, se han modificado diversos parametros de fermentacién como la composicion del medio de
cultivo, la temperatura, el pH, la tensién de oxigeno disuelto (TOD) y el pH. Mientras que en la
segunda se han elucidado los aspectos regulatorios de la genética microbiana, asi como la ruta
biosintética de los alginatos. No obstante, la produccién industrial de alginatos microbianos alin no ha
sido posible debido a que los rendimientos maximos alcanzados hasta ahora no son suficientes para
competir con otros polimeros comerciales. Por otro lado, se ha considerado que participar en el
mercado compitiendo por calidad mas que por precio para satisfacer sectores que requieren alginatos
de alta calidad, como el farmacéutico, podria hacerlos eventualmente competitivos en el mercado.
Atendiendo lo anterior expuesto, el presente trabajo propone el uso de una cepa mutante a fin de
caracterizar cinética, quimica y reolégicamente a los alginatos que sintetiza bajo diferentes condiciones
de crecimiento. Especificamente se trabaj6 con la mutante ATCN4 de A. vinelandii cultivada tanto en
ambiente diazotrofico (fijacion de nitrégeno atmosférico) como no diazotréfico. Esta cepa posee una
mutacion en el gen ngrE que codifica para una subunidad de la NADH: Ubiquinona oxidoreductasa
translocadora de sodio (Na'-NQR). La primera etapa de la caracterizacion cinética permitié demostrar
que al cultivar a esta cepa bajo condiciones diazotroficas, no s6lo consume una baja concentracion de
la fuente de carbono (7 g/L) en comparacion a la cepa silvestre (10.8 g/1), sino que ademas es capaz de
metabolizarla de una manera muy eficiente, permitiendo la obtencion de rendimientos globales con
base a sacarosa 2.7 veces mas altos en relacion con los de la cepa silvestre; estos rendimientos se
tradujeron en una mejor produccion de alginato, un mayor crecimiento celular y una mayor
acumulacion de PHB.

Respecto a la caracterizacion quimica, destaca el hecho de que los alginatos sintetizados por la
cepa mutante se encuentran no acetilados o con un menor grado de acetilacion (4 %) en comparacion a
los de la cepa silvestre (12 %), dependiendo del ambiente donde se haya desarrollado la bacteria. Asi
mismo, la determinacion del peso molecular permitié observar que mientras el alginato de la cepa

. *1
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Resumen

ATCN4 extraido de condiciones no diazotréficas es muy similar al de la cepa silvestre, el polimero
sintetizado en diazotrofia por la cepa ATCN4 presentd el peso molecular mas alto reportado hasta
ahora (~ 2300 kDa) para cultivos en matraces. Otra caracteristica determinada fue la relacion G/M, los
resultados mostraron que los cultivos no diazotréficos con la cepa mutante, permiten la sintesis de
polimeros conformados principalmente por residuos de acido G a diferencia de los productos
sintetizados por la cepa silvestre.

Finalmente, se realiz6 la evaluacion funcional de los alginatos en términos de sus propiedades
reologicas, corroborando el comportamiento no Newtoniano del tipo pseudopléstico propio de los
alginatos en solucion. En el analisis del indice de consistencia (K) se encontré que para una misma
concentracion de alginato e independientemente de las condiciones ambientales, los polimeros de la
cepa silvestre confieren una mayor calidad reoldgica en comparacion a los sintetizados por la cepa
mutante. La determinacion de las propiedades viscoelésticas de soluciones de alginato (2 %), demostro
el potencial de los alginatos bacterianos en comparacion a los productos algales, debido a que los
polimeros sintetizados por las cepas ATCN4 (bajo condiciones diazotroficas) y ATCC 9046 (bajo
condiciones no diazotréficas) superan hasta 4 veces la G* obtenida para los alginatos algales.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

Los alginatos son heteropolimeros lineales formados por acido M y su epimero (C-5) acido G
unidos por enlaces B (12>4) (Espin, 2002). Actualmente son extraidos de algas marinas cafés
(Phaeophyceae). La obtencion de alginatos a partir de estas fuentes depende de la estacionalidad y de
las condiciones ambientales, por lo que presentan composiciones muy variadas (Clementi, 1997). Estos
polimeros son también sintetizados por bacterias de los géneros Azotobacter y Pseudomonas.
Azotobacter vinelandii se ha empleado como modelo de estudio para la sintesis de alginatos debido la
ausencia de patogenicidad y a que cuando se cultiva en presencia de iones calcio sintetiza largas

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

Desde un punto de vista comercial, las capacidades gelificantes y viscosificantes son las
propiedades mas importantes de los alginatos ya que determinan su funcionalidad y aplicacion en

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

La biologia molecular juega un papel relevante en el estudio de los alginatos, dado que ha
permitido realizar estudios encaminados a la obtencion de cepas mutantes de A. vinelandii capaces de
sobreproducir el polimero (Pefia ef al, 2002; Segura et al, 2003; Nufiez et al, 2009), también ha hecho
posible crear cepas productoras de alginatos con caracteristicas quimicas especificas (Pefia et al, 2002),
asi como evitar efectos indeseables en la degradacion del alginato, lo cual permitiria la sintesis de un

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

El empleo de herramientas de bioingenieria ha permitido evaluar los alcances tecnologicos de
las cepas mutantes de A. vinelandii en términos de la capacidad de produccion de alginatos y de su
crecimiento celular, mediante el control de variables de fermentacion como temperatura, pH, TOD,
velocidades de agitacion y suministro de nutrientes. En este sentido, se encontré que la TOD es uno de
los parametros criticos mas importantes en la sintesis de alginatos por 4. vinelandii. Pefa et al (2000)
reportaron la influencia del oxigeno disuelto sobre la concentracion y composicion del polimero,
estableciendo que A. vinelandii produce eficientemente alginatos en niveles de oxigeno de entre 3 y 5

%.

A pesar de los numerosos estudios realizados no se ha logrado que los alginatos microbianos
sean una opcion viable para su aplicacion industrial en términos produccion volumétrica. Sin embargo,
el interés actual radica principalmente en la creacion de alginatos microbianos de alta pureza,

quimicamente definidos y con propiedades funcionales atractivas para diversas aplicaciones

P
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Introduccion

industriales. Por ello es necesario continuar investigando las posibilidades que ofrecen la biologia
molecular para la generaciéon de cepas mutantes productoras de alginatos especificos, asi como la

bioingenieria, mediante el control y manipulacion de las diferentes variables de fermentacion.

&
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Antecedentes

2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del alginato

Los alginatos forman una familia de biopolimeros de interés cientifico e industrial. Estos
polimeros son polisacéridos lineales compuestos de cantidades variables de acido M y &cido G. En el
afio de 1881, el cientifico britanico Stanford describio la existencia de alginatos en algas marinas cafes,
localizados en la matriz intracelular conformando mas del 40 % de la materia seca. Actualmente, los
alginatos comerciales son extraidos de algas marinas como Laminaria hyperborea, L. digitata, L.
japonica, Macrocystispyrifera, Ascophyllum nodosum, entre otras (Clementi, 1997; Rehm y Valla,
1997; Sabra et al, 2001).

La mayor produccion de alginatos se da en los Estados Unidos de Norte América (10 000 a 12
000 ton/afio), seguido de China (8 000 a 10 000 ton/afio), Reino Unido (6 000 a 8 000 ton/afio),
Noruega (5 000 ton/afio), Francia (2 000 ton/afio) y Japén (1 500 a 2 500 ton/afio). De las 12 000
toneladas de alginato que se consumen en Estados Unidos, el 60 % se destina al sector alimentario, 20
% al farmacéutico, 10 % se emplea en la industria del papel y 10 % en la industria textil (Boswell,
2002). Para el caso de México la principal fuente de alginatos es Macrocystis pyrifera; sin embargo y
debido a la falta de inversién, se exporta en fresco a Estados Unidos de Norte América para ser
procesada (Zertuche-Gonzalez, 1994). A pesar de que los precios de los alginatos algales son
relativamente bajos ($5-$20 dolares/Kg), los precios de los polimeros de mayor pureza, utilizados
principalmente en la industria farmacéutica, Ilegan a alcanzar los $40 000 délares por kilogramo (Sabra
et al, 2001).

La composicion quimica y la secuencia de los alginatos algales varian ampliamente entre
diferentes especies de algas e incluso entre el tipo de tejido del que se extraen. Asimismo, son
altamente dependientes de las condiciones ambientales donde se desarrolle el alga, edad y técnica de
extraccion (Draget et al, 2002). Es por ello que su uso en industrias donde se requieren alginatos con
caracteristicas quimicas definidas y/o con altos pesos moleculares ha sido limitado. Por esta razon, se
ha investigado la produccién de alginato a partir de sistemas microbianos, ya que no Gnicamente
ofrecen la ventaja de sintetizar polimeros de composicion uniforme, sino que ademas es posible
manipular al microorganismo mediante técnicas moleculares para generar alginatos con caracteristicas

especificas.
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2.2 Caracteristicas quimicas de los alginatos
2.2.1 Estructura

El alginato es un polisacarido lineal compuesto por &cido M y su epimero (C-5) el &cido G
unidos por enlaces B (1-4). La estructura secuencial de los mondmeros puede ser diversa, teniendo
bloques homopoliméricos o heteropoliméricos, en los que el nimero de mondémeros es muy variable
(figura 2.1). Adicionalmente, se sabe que los alginatos bacterianos poseen la caracteristica de estar
acetilados en sus residuos M. La mayoria de los residuos M se encuentran mono-O-acetilados en el
carbono 2 o en el carbono 3. No obstante, algunos de ellos pueden encontrarse 2,3 di-O-acetilados
[figura 2.1; (Skjak-Braek et al, 1989)].

€O d)
HO HO )
Acido f-D-Manur énico Acide o-L-Gulurénico
b) 00C, OoH -00C, HO 00C
HO
HO
o 0oC wo
OH 0oc oH
G G M M G

*) MMMMGMGGGGGM GMGGGGGGGGMMGMGM GGM

Alginato 2, 3 4i-O-acetilado

BloquesM  Blogues G Bloques G Bloques MG

Figura 2.1.Caracteristicas estructurales del alginato: a) monémeros de alginato, b) conformacion de la cadena, c)
distribucion de bloques, d) alginato acetilado.

Sin duda, el interés en un mayor entendimiento de la estructura secuencial de los alginatos
parte de la fuerte correlacion que existe entre la estructura, longitud y demas caracteristicas quimicas

del polimero con sus propiedades funcionales, las cuales han resultado de gran interés para diversos
sectores industriales.

2.2.2 Peso molecular y distribucion del peso molecular

El comportamiento reoldgico de los alginatos, especificamente la viscosidad o resistencia al

flujo, estd determinado por factores como el peso molecular, convirtiéndose en una de las variables
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mas importantes dentro de sus propiedades. No obstante, los alginatos como los polisacéridos en
general son polidispersos, es decir que no exhiben un peso molecular uniforme. En este sentido, son
mas parecidos a los polimeros sintéticos que a otros biopolimeros como las proteinas y los acidos
nucléicos. Existen diferentes razones que explican la polidispersion de los alginatos, como la presencia
de la enzima alginato liasa o una sustancial depolimerizacién en el momento de la extraccion. Sin
embargo, el motivo principal radica en que la sintesis de este polimero es un proceso enzimatico que
no depende de un templado (como en el caso de las proteinas y acidos nucléicos), el cual garantizaria la
conservacion de la estructura y por ende la obtencion de alginatos monodispersos (Moe et al, 1995;
Steinbiichel, 2001; Draget et al, 2002).

Debido a la polidispersion, el peso molecular de los alginatos solo puede determinarse como un
promedio de toda la distribucion de pesos moleculares (Moe et al, 1995; Draget et al, 2002). El
promedio puede calcularse de diferentes maneras, siendo las mas comunes el peso molecular promedio
(Mw) y el peso molecular promedio en nimero (Mn). Este Gltimo representa al peso total de las
moléculas, dividido por el nimero total de moléculas del polimero. Mientras que Mw, se calcula bajo
la premisa de que las moléculas mas grandes representan una fraccion mayor del peso total de la
mezcla polimérica que las moléculas pequefias, y se calcula promediando el peso de las moléculas que

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

El cociente de Mw/Mn representa el indice de polidispersién (IP), en una poblacion de
moléculas polidispersas es valida la relacion Mw > Mn, mientras que para una molécula monodispersa
Mw = Mn. Un IP > 1 indica que la molécula se encuentra fraccionada, probablemente como
consecuencia de la precipitacion, solubilizacién, lavado o algunos otros procesos de separacion. Un IP
> 2 indica una distribucion mas amplia, lo que sugiere una mezcla de productos de diferente peso

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

2.2.3 Acetilacion

La acetilacion es una de las diferencias estructurales relevantes entre alginatos algales y
bacterianos, ya que Unicamente estos Ultimos poseen grupos acetilo en su estructura (Gacesa, 1998). El
grupo O-acetilo en el alginato tiene varias funciones, entre ellas mejorar la capacidad de retencion de
agua, hecho particularmente importante cuando la célula enfrenta condiciones adversas como la
deshidratacion (Vazquez et al, 1999; Nivens et al, 2001). No obstante, el alginato acetilado no solo es

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

este polisacéarido.

Quimicamente el grupo acetilo reduce la carga neta negativa del polimero (Lee et al, 1996), y
ademas incrementa la extension y flexibilidad de la cadena (Cardenas, 1997). Como consecuencia, se
modifican las propiedades de ionizacion del polimero disminuyendo la capacidad del alginato para
unirse a iones calcio, fendmeno determinante en la formacion de geles. Por otro lado, se incrementa la
capacidad viscosificante de los alginatos producto de un aumento en el volumen hidrodinamico (Skjak-
Braek et al, 1989; Moe et al, 1995; Lee et al, 1996; Pefia et al, 2006).

2.3 Propiedades funcionales de los alginatos

Las caracteristicas fisico-quimicas de los alginatos les confieren propiedades como agentes
viscosificantes y gelificantes, siendo Utiles en industrias como la alimentaria, textil y agronémica.
Ademas del alto potencial de aplicacion en campos como la biotecnologia, farmacéutica y biomedicina
(Moresi et al, 2004).

2.3.1 Capacidad viscosificante

Los alginatos en solucién se utilizan para controlar la viscosidad de mdltiples sistemas
comerciales como por ejemplo: pinturas, productos farmacéuticos y alimentos. Esta propiedad es
resultado de la relacién directa que existe entre el volumen hidrodinamico del alginato (volumen que
ocupa la cadena del polimero en solucidn) con su peso molecular, estructura quimica e interacciones
con el disolvente (Cardenas, 1997). Debido al caracter polielectrolito de la molécula de alginato y a su
conformacion extendida, las propiedades viscosificantes de los alginatos dependen también de la fuerza
idnica de la solucion. A altas fuerzas idnicas la molécula adoptara una conformacion menos extendida,
por ende tendra menor capacidad viscosificante. Adicionalmente, se ha demostrado que pequefios
cambios en la acetilacion del polimero, tienen efectos marcados en la viscosidad (Skjak-Braek et al
1989; Pefia et al, 2006).

En general, los alginatos en solucién son fluidos no Newtonianos del tipo pseudoplastico, por

lo que su viscosidad aparente disminuye conforme aumenta la velocidad de corte, lo cual es
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independiente del tiempo (Mancini et al, 1996; Clementi et al, 1998), por lo que pueden ser definidos
por el modelo de la Ley de la Potencia de Ostwald-de-Waele.

1=Key'

Siendo:

T = esfuerzo de corte (Pa)

K = indice de consistencia (Pas")
vy = velocidad de corte (s™).

n = indice de flujo

Entre més alto sea el valor de K, el fluido es mas viscoso. El indice de flujo varia de 1 a 0 para
fluidos pseudoplasticos; entre mas bajo sea este valor, el comportamiento pseudopléstico del fluido

sera mas pronunciado

2.3.2 Capacidad gelificante

Debido a un importante desarrollo en el campo de la biotecnologia, la biomedicina y la
industria farmacéutica, se ha popularizado el uso de geles de alginato como agentes de liberacion
controlada, inmovilizacion de enzimas y microorganismos, entre otros. Por ello, existe un creciente
interés en elucidar los mecanismos de gelificacion asi como la forma en que la estructura quimica de la
molécula de alginato influencia las propiedades de los geles (Skjak-Braek, 1992; Draget y Taylor,
2011).

La gelificacion de los alginatos se encuentra directamente relacionada con sus capacidad para
enlazarse a iones divalentes como el Ca**, Mg?*, Sr %, Ba®*, Cu*" y Pb* (Haug y Smidsrod, 1965). La
afinidad de estos polisacaridos hacia los iones divalentes es fuertemente dependiente de la composicion

del alginato, incrementando con la cantidad de blogues G presentes en el polimero.

Los iones se unen a los residuos G del alginato ya que su arreglo geométrico permite la
formacion de espacios huecos en la cadena del polisacarido, lo que ocasiona que el calcio u otros iones
permanezca en estas zonas de unién entre las moléculas dando lugar a una estructura llamada “caja de
huevo” (figura 2.2). Las zonas de empalme se forman por asociaciones cooperativas de bloques G de
20 0 mas residuos (Grant et al, 1973).
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Por otro lado, los bloques de polimanuronato no se unen a iones divalentes, posiblemente
porgue adoptan una conformacion de liston extendido, mientras que los bloques G muestran una
conformacion de “bucle” en virtud de un enlace 1 - 4 entre sus residuos; por tal razon los bloques M
y MG, actlan como secuencias que solubilizan la red tridimensional, originando geles suaves y
elasticos (Cardenas, 1997; Sabra et al, 2001).

Figura 2.2. Estructura tipo “caja de huevo”.

Otro aspecto relacionado con la formacidn de geles de alginato es el grado de acetilacién de la
molécula. Skjak-Braek et al (1989) demostraron que existe una relacion inversa entre la rigidez de los
geles y la acetilacion del alginato, llegando a la conclusion de que los grupos O-acetilo disminuyen la
afinidad de los polimeros por el i6n calcio (Geddie y Sutherland, 1994).

A pesar de que los geles de calcio u otros iones divalentes han sido ampliamente estudiados,
existe otro mecanismo de gelificacién de alginatos, el cual consiste en una disminucién del pH por
debajo del pKa de los residuos urénicos (4cido M: 3.38, &cido G: 3.65). Se sabe que este tipo de geles
(denominados como geles acidos) se estabilizan principalmente por puentes de hidrégeno, siendo los
blogues G estructuras fundamentales en la formacion de la red, de tal manera que alginatos con altos
contenido de &cido G forman geles considerablemente mas duros comparados con los polimeros ricos
en acido M (Draget et al, 1994; Draget et al, 2006).

En general, los geles de alginato son considerados como materiales viscoelasticos ya que son
capaces de comportarse como sélidos un sélido elastico y como una solucion viscosa. Posiblemente,
los enlaces entrecruzados en la red del gel contribuyan al caracter elastico, mientras que algunas otras
interacciones relacionadas con un mecanismo de deslizamiento estén relacionadas con la parte viscosa

(LeRoux et al, 1999). Las propiedades viscoelasticas de los geles de alginato pueden caracterizarse
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mediante ensayos de reologia dinamica, donde se aplica a la muestra una pequefia deformacion o
velocidad de deformacion oscilatoria (LeRoux et al, 1999; Moresi et al, 2004). Este tipo de ensayos se
consideran “la huella digital” de la microestructura de un material y permiten determinar en qué
medida se comporta como s6lido o como liquido. Diversos pardmetros reoldgicos definen estos
comportamientos y a su vez proporcionan diferente informacion, entre ellos se encuentran los médulos
dindmicos G™ que representa al modulo de almacenamiento o modulo elastico y hace referencia al
caracter solido de un material, G es el médulo de pérdida o mddulo viscoso y representa el
comportamiento como fluido (Draget et al, 1994; Céardenas, 1997; LeRoux et al, 1999; Moresi et al,
2003).

2.4 Aplicaciones de alginatos

Tradicionalmente los alginatos se han empleado como viscosificantes, estabilizantes,
emulsificantes, gelificantes, agentes formadores de peliculas y ligadores de agua en una inmensa
variedad de industrias (Skjak-Braek, 1992; Moe et al, 1995; Clementi, 1997; Rehm y Valla, 1997). En

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

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

INDUSTRIA PROPIEDADES APLICACIONES

Alimentaria Estabilizador de emulsiones, | Helados, gelatinas, rellenos para panificacion,
agente gelificante, viscosificante; | cubierta de embutidos, salsas, aderezos,
espesante, estabilizador de | productos congelados, deshidratados, cervezas.

espuma

Farmacéuticay | Emulsificante, espesante, agente | Inmovilizador de células, impresién dental,
biotecnoldgica desintegrador, gelificante jabones, lociones, tabletas, vendajes

quirdrgicos; unglientos y antibidticos

Agronomica Agente de retencién de agua Acondicionador de suelos

Papelera Agente de suspension Corte y dimensionamiento del papel

Textil Espesante y gelificante Impresién de géneros

Tratamiento de | Gelificante Incremento de tamafio de agregados en
aguas procesos de floculacion

*Editada de Moe et al, 1995; Rehm y Valla, 1997; Gacesa, 1998.
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Con el rapido desarrollo de las industrias farmacéutica, biomédica y biotecnoldgica, el
mercado demanda alginatos cada vez mas especificos y con un alto grado de pureza (Rehm y Valla,
1997). Actualmente existe un numero creciente de aplicaciones potenciales para los alginatos de mas
alta calidad, gracias a los nuevos conocimientos que se tienen acerca del impacto de la composicion
guimica y el arreglo secuencial en sistemas bioldgicos. EI campo biomédico, por ejemplo, ha
investigado su uso como biomateriales para la manufactura de lentes de contacto, tejidos vy
herramientas quirurgicas. Igualmente se ha evaluado su uso en el trasplante celular, mediante la
encapsulacion de células se espera que el gel de alginato actle como una barrera entre el trasplante y el
sistema inmune del hospedero. Las lineas celulares propuestas incluyen células paratiroideas para el
tratamiento de hipocalcemia y células cromafines productoras de dopamina para el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson (Draget y Taylor, 2011). Un ejemplo mas es la encapsulacion de células B
pancredticas (productoras de insulina) para el tratamiento de la diabetes tipo I. Estas capsulas se han
implantado en el cuerpo de una gran variedad de animales e incluso en humanos. En vista de los
resultados se analiza la posibilidad de crear un pancreas artificial mediante la encapsulacion de isletas
de Langerhans (Clementi, 1997).

Durante muchas décadas los alginatos comerciales han sido extraidos Unicamente de algas
marinas cafés; su precio en general es bajo. Unicamente un grupo muy selecto de més alta calidad tiene
precios muy elevados de hasta $ 40 000 dolares por kilogramo (Sabra et al, 2001); es justo con este
tipo de polimeros en donde se genera el interés para producir alginatos bacterianos a nivel industrial.
Con el tiempo y las mdaltiples investigaciones al respecto, se incrementan las oportunidades
comerciales de los alginatos bacterianos, debido a la posibilidad que ofrecen para recurrir a procesos de
fermentacion utilizando materias primas libres de variaciones estacionales y/o geogréaficas, cepas
especificas y/o condiciones de operacion bien controladas y asi poder adaptarse a necesidades
industriales (Clementi et al, 1998).

2.5 Alginatos microbianos

Hace més de 80 afios se descubrié que los alginatos también pueden ser sintetizados por
bacterias. Linker y Jones (1964) aislaron y caracterizaron el alginato producido por una cepa mucoide
de Pseudomonas aeruginosa obtenido del esputo de un paciente con fibrosis quistica. Dos afios méas

tarde, Goring y Spencer (1966) demostraron que A. vinelandii también era capaz de sintetizar alginato.
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Los alginatos bacterianos generalmente poseen pesos moleculares més altos que los algales. El
peso molecular de estos Gltimos va de los 48 000 a los 186 000 Da; sin embargo, se ha reportado que
A. vinelandii, produce polimeros de hasta 2x10°Da (Pefa et al, 1997; Pefia et al, 2002). Probablemente
la diferencia estructural mas importante entre ambos tipos de alginatos es que los sintetizados por

bacterias poseen grupos acetilos (Gacesa, 1998).

A pesar de que la produccion de alginatos ha sido ampliamente estudiada en diversas especies
de Pseudomonas, A. vinelandii parece ser un sistema mas adecuado para este fin, debido a que no es
patégena y a su capacidad para producir secuencias contiguas de &cido G similares a las de los
alginatos algales, indispensables para la formacion de geles (Clementi, 1997; Gacesa, 1998; Pefia et al,
2002).

2.5.1 A. vinelandii

A.vinelandii es una bacteria aerobia, Gram-negativa, se reproduce por fision binaria, habita
comunmente en el suelo y agua. Varia en su morfologia y va desde bacilos hasta cocos (Espin, 2002).
Se desplaza con flagelos peritricos y se distingue por la presencia de un ciclo de vida caracteristico, en
el cual se forman quistes resistentes a la desecacion (Clementi, 1997). Es capaz de fijar nitrégeno
(diazotrofia) en presencia de altas concentraciones de oxigeno y posee diversos mecanismos para la
proteccion de su sistema nitrogenasa (Bertsova et al, 2001). Requiere molibdeno para fijar nitrégeno
que puede ser parcialmente reemplazado por vanadio. Utiliza nitrato, sales de amonio y ciertos
aminoacidos como fuente nitrogenada. Metaboliza 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. El rango de pH en el que crece en presencia de nitrdgeno es de 4.8-8.5, en tanto que el pH
Optimo para crecer cuando fijan nitrégeno es 7.0-7.5 (Espin, 2002). Posee la caracteristica de sintetizar
dos polimeros de interés industrial: el polisacarido extracelular alginato y el poliéster intracelular poli-
B-hidroxibutirato [(PHB), (Sabra et al, 2001)].

2.5.2 Biosintesis de alginatos y PHB

La sintesis de un biopolimero puede iniciarse en una parte de la célula, continuar y terminar en

otro compartimento (Steinblchel, 2001).

. *13
Caracterizacion cinética, quimica y reologica.



Antecedentes

Este es el caso de los alginatos cuyo proceso de sintesis empieza en el citoplasma,

posteriormente en el periplasma y finaliza en el espacio extracelular.

A. vinelandii metaboliza los carbohidratos via Entner-Doudoroff, de esta forma la glucosa es
convertida a gluconato-6-P, una posterior deshidratacion catalizada por la enzima 6-fosfogluconato
deshidratasa forma el 2-ceto-3-deoxi-6-fosfogluconato, a continuacion una aldolasa cataliza la escision
del 2-ceto-3-deoxi-6-fosfogluconato para obtener piruvato y gliceraldehido-3-P, esta molécula junto
con su isomero (dihidroxiacetona-fosfato), dan origen a la fructosa-1,6-bifosfato y posteriormente a la
fructosa-6-P (figura 2.3).

La biosintesis de los alginatos bacterianos inicia en el citoplasma celular, donde la fructosa-6-
fosfato es isomerizada a manosa-6-fosfato por la accion de la enzima bifuncional fosfomanosa
isomerasa/guanosina difosfomanosa pirofosforilasa (PMI/GMP). La manosa-6-fosfato es convertida
por la enzima fosfomanomutasa (PMM) en manosa-1-fosfato, la enzima PMI/GMP se encarga de
catalizar la conversion de manosa-1-P a GDP-manosa, la cual es oxidada por la GDP-manosa
deshidrogenasa (GMD) para obtener &cido GDP-M. La enzima manuronato polimerasa (MP), se

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

La modificacion del &cido polimanuroénico resultante es el siguiente paso en la biosintesis de
alginatos. Este es un proceso relevante ya que las propiedades mecanicas de los alginatos dependen en
su mayoria de las cantidades relativas y la distribucién de secuencias de los acidos manurénico y
gulurdnico que se generen en esta etapa (Clementi, 1997). La modificacién ocurre en el periplasma, el
acido polimanuronico es acetilado por el complejo acetilasa (Algl, AlgV y AlgF). Se ha sugerido que
las proteinas AlgK, AlgX, AlgL forman un andamio que guia el alginato a través del periplasma, para
gue posteriormente sea exportado mediante un canal idnico (AlgJ). Una vez fuera del periplasma una
familia de epimerasas (AIgE1-7) convierten algunos de los residuos M en G, en tanto que la enzima
alginato liasa (AlgL) se encarga de degradar preferentemente a los residuos no acetilados (Galindo et
al, 2007).

Por otro lado, el PHB en A. vinelandii es sintetizado en tres pasos a partir del acetil-CoA
(figura 2.3). Una B-cetotiolasa cataliza la primera reaccion, que consiste en una condensacion de dos
moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA, esta molécula es reducida por una acetoacetil-
CoA reductasa para producir B-hidroxibutiril-CoA. Finalmente, las unidades de B-hidroxibutirato son

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

2.5.3 Funcion biologica del alginato

En células metabo6licamente activas de Azotobacter, el alginato es producido como un
exopolisacérido. El polimero, que es producido en células vegetativas no diferenciadas, forma peliculas
gue le permiten adherirse a las superficies. Se cree que la acumulacion extracelular del alginato actla
como una barrera contra la difusion de oxigeno, metales pesados 0 como proteccion a condiciones
adversas del medio ambiente (Sabra et al, 2001). El alginato también forma parte de las dos capas que
conforman a los quistes maduros: exina e intina, de las cuales el 32 y 13 %, respectivamente, de su
peso seco es alginato. La cubierta que forma el alginato protege a las células latentes de la desecacion y
el estrés mecénico. Bajo condiciones favorables de crecimiento, la cubierta de alginato se hidrata y los
quistes germinan, se dividen y regeneran a células vegetativas (Skjak-Braek, 1992).

P
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2.6 Cultivos de A. vinelandii

A diferencia de los alginatos algales, los sintetizados por fermentacion bacteriana representan
una opcion atractiva para sintetizar productos con caracteristicas moleculares determinadas, que
puedan ser orientadas a areas como la quimica-farmacéutica, biomédica y biotecnoldgica. Diversos
estudios se han enfocado en el entendimiento de cémo influyen los factores ambientales en la
produccion de alginato por A. vinelandii. Dichos factores, determinan la cantidad y calidad del
polimero. Se han estudiado parametros de cultivo como temperatura, pH, mezclado, TOD,

componentes del medio de cultivo, entre otros.

Dentro de la gama de factores evaluados, la TOD y el mezclado son pardmetros criticos en la
produccién de los alginatos bacterianos. Se ha reportado la influencia de estos parametros sobre la
concentracion y caracteristicas quimicas de los alginatos sintetizados por A. vinelandii (Parente et al,
1998; Pefia et al, 2000; Sabra et al, 2001). Pefia et al (2000) encontraron que tanto la producciéon como
el peso molecular del polimero estan fuertemente influenciados por la TOD y la agitacion.
Determinaron que a una TOD de 5 %, la bacteria produce mas alginato (4.5 g/L) respecto a una TOD
de 0.5 % (1 g/L) en cultivos realizados con agitacion constante (300 rpm) y en presencia de extracto de
levadura como fuente nitrogenada. Por otro lado, se definié que a una TOD constante (3 %), la
velocidad de crecimiento incrementa conforme a la velocidad de agitacion; sin embargo, disminuye el

peso molecular del alginato.

2.6.1 Matraces como bioreactores para el cultivo de A. vinelandii

Se sabe que los matraces son los bioreactores mas usados en biotecnologia. En general se
emplean para establecer condiciones de proceso béasicas, desarrollar medios de cultivo, busqueda de
cepas, entre otras. Autores como Pefia et al (1997), generaron informacién sobre la influencia de
diferentes condiciones de aireacion en el crecimiento celular, produccion, caracteristicas y propiedades
de los alginatos. Para ello realizaron cultivos en matraces bafleados (alta oxigenacion) y
convencionales (baja oxigenacion), encontrando que para los primeros el crecimiento de la bacteria era
de aproximadamente dos veces mas respecto a los cultivos en matraces convencionales. Sin embargo, a
pesar de las condiciones de baja oxigenacion en los matraces convencionales, fue posible sintetizar
aproximadamente tres veces mas alginato. Dicha sobreproduccién de alginato ha sido correlacionada

con la sensibilidad de las enzimas clave en la biosintesis del polimero frente al oxigeno. Al respecto,
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Horan et al (1983) encontraron que la actividad especifica de la fosfomanosa isomerasa y la GDP-
manosa pirofosforilasa se incrementan en concentraciones de 1 y 5 % de la saturacion y decrece a

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

Pefia et al (1997) sefialaron que en matraces convencionales, los medios de cultivo presentaron
mayor viscosidad (520 cps) comparado con los sintetizados en matraces bafleados (30 cps), sugiriendo
un efecto importante del oxigeno en las caracteristicas moleculares del polimero (peso molecular). Lo
anterior demostrd que mediante el control de las condiciones ambientales es posible producir alginatos
con propiedades reoldgicas similares o mejores que las de los alginatos usados actualmente en el
mercado de los hidrocoloides. No obstante, la manipulacion de los diversos parametros de
fermentacidn no es la Unica variable para lograr producir polimeros quimicamente superiores a los
algales, estas herramientas biotecnol6gicas pueden ser combinadas con la biologia molecular para la

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

2.7 Mutantes de A. vinelandii

La regulacion de la sintesis de alginato en A. vinelandii ha sido estudiada de manera muy
importante. A partir de estos conocimientos ha sido posible la construccion de mutantes de A.
vinelandii, las cuales han permitido incrementar la produccion especifica de alginatos asi como obtener
polimeros bien definidos quimicamente (Tabla 2.2). Tal es el caso de la mutante SML2 que presenta
una mutacion en el gel algL (que codifica para la enzima alginato liasa). El bloqueo de esta actividad
permitié sintetizar alginatos con pesos moleculares dos veces superiores a los de su fondo silvestre
(cepa ATCC9046). Con el estudio de esta cepa se concluyd que la enzima AlgL es la responsable de
degradar el alginato hacia el final del cultivo, situacion indeseable en términos del potencial de
aplicacién de este polimero (Trujillo-Roldan et al, 2003). Por otro lado, la cepa AJ34 tiene una
mutacién no polar en el gen algF que codifica para AlgF, una alginato acetilasa, al tener bloqueada esta

actividad la cepa AJ34 sintetiza alginatos no acetilados.

También existen mutantes disefiadas con el objetivo de sobreproducir alginato. Algunas de
ellas se construyeron bajo la premisa de que en A. vinelandii la sintesis de PHB, constituye un derroche
de la fuente de carbono cuando se busca incrementar la produccion de alginato. Debido a lo anterior,
Segura et al (2003) realizaron una mutacion en el primer gen del operén phbBAC (mutante AT6) que

impidié completamente la sintesis de PHB. Sin embargo, el rendimiento volumétrico no incrementd
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significativamente debido a un efecto deletéreo de esta mutacion sobre el crecimiento celular (Galindo
et al, 2007).

La cepa DM, representa otro caso en el que se pretendié incrementar la produccion del
polimero. La mutante tiene bloqueado el gen phbR (codifica para el activador transcripcional del
operon biosintético phbBAC) y el gen muc26 que incrementa la transcripcion del gen algD (codifica
para una enzima clave en la sintesis de alginatos). La evaluacién de esta mutante demostré que no se
sobreproducia el polimero; sin embargo, inesperadamente exhibié los pesos moleculares mas altos
nunca antes reportados (4 x 10° Da) en comparacion a los 0.8 x 10° Da de la cepa silvestre (Galindo et
al, 2007).

Como se observa en la tabla 2.2, se han construido diferentes mutantes cada una con objetivos
particulares. La informacién obtenida de ellas ha resultado interesante y enriquecedora, sobre todo en
el &mbito regulatorio y de la fisiologia de la bacteria. No obstante, se ha considerado que el potencial
de estas cepas puede seguir explotandose mediante una caracterizacién integral del alginato que
sintetizan, lo que resulta de suma importancia dado que podrian generar polimeros con caracteristicas

bien definidas, a diferencia de los alginatos algales.

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

que sintetizan.

Cepa Caracteristicas evaluadas
mutante de Efecto de la Crecimiento
A Mutacién mutacion y Peso Relacion Gradode | Viscosidad | Viscoelasticidad
vinelandii produccién molecular G/IM acetilacion
de alginato
AT268 phbR Ninguno
v v v v
CNT26 muc26 Ninguno v v v
DM phbRy Sintetiza v v v v
muc26 alginato con
altos PM
SML2 algL No degrada
alginato v v v
AT6 phbB No produce v v v
PHB
AJ34 algF No acetila v v
alginato
ATCN4 nqrE Sobreproduce v
alginato

*Galindo et al, 2007.

En la tabla 2.2, también se resume el trabajo realizado con algunas cepas mutantes de A.
vinelandii, los cuadros vacios representan determinaciones no realizadas. Cabe mencionar que se ha

puesto especial atencion en el peso molecular y la viscosidad de soluciones de alginatos; sin embargo,
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aun no ha sido caracterizada la relacion de bloques monoméricos (G/M) ni sus propiedades
viscoelasticas, siendo éste Gltimo parametro de gran relevancia dado que describen las caracteristicas

mecanicas de los geles de alginato.

Lo anterior refleja la necesidad de realizar estudios mas detallados de los alginatos producidos
por cepas mutantes de A. vinelandii a fin de proponer alternativas précticas, ya que el mercado actual y
futuro de los alginatos demanda productos con alto valor agregado, que exhiban una alta pureza y

posean caracteristicas moleculares definidas para hacerlos eventualmente competitivos.

2.7.1 Mutante ATCN4 de A. vinelandii

La NADH ubiquinona oxidoreductasa translocadora de sodio (Na* -NQR) es una bomba de
sodio compuesta por seis subunidades estructurales conocidas como NqrA-F (figura 2.4). Estas
subunidades estan codificadas en el operon nqr (Nakayama et al, 1998; Hése y Barquera, 2001). Los
organismos que expresan el complejo enzimatico Na* -NQR son principalmente bacterias marinas
como Vibrio cholerae y Vibrio alginoliticus, aunque también se ha encontrado ampliamente distribuido
en microorganismos patdgenos como P. aeruginosa, Haemophulis influenzae, Neisseria gonorrhoeae,

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

Periplasma

Figura 2.4. Mutacion en el complejo enzimatico Na*-NQR. Imagen tomada de Juarez y Barquera, 2012.
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La funcion principal de esta enzima es la de acoplar la oxidacion exergénica del NADH por la
ubiquinona al transporte de iones sodio del espacio citoplasmico al espacio extracelular (figura 2.4). En
consecuencia disminuye la concentracién interna de sodio y contribuye a la generacion de un potencial
transmembranal de sodio o fuerza sodio motriz (SMF), la cual es utilizada para realizar trabajo
metabolico como el movimiento flagelar, expresion de factores de virulencia, sintesis te ATP e importe
de solutos (Skulachev, 1989; Hase y Barquera, 2001; Nufiez et al, 2009).

A pesar de que A. vinelandii no es una bacteria marina o patdgena, posee el complejo
enzimatico Na*™-NQR. Se sabe que en este microrganismo la Na*™-NQR es la principal bomba de sodio
Yy que en conjunto con otras dos oxidoreductasas (NDH | y NDH II) constituyen las NADH
deshidrogenasas que inician la cadena respiratoria. NUfez et al (2009) encontraron que la insercion de
un mTn5 (minitransposon) en el operén ngr incrementa la sintesis de alginatos en A. vinelandii. La
mutante ngr::Tn5, llamada ATCN4 se cultivo en medio sélido y bajo condiciones diazotréficas, donde
produjo aproximadamente cuatro veces mas alginato respecto a la cepa silvestre (800 ug alg/ mg
proteina para la cepa silvestre vs 3400 ug alg/ mg de proteina para la mutante), sugiriendo que la Na* -
NQR regula negativamente la sintesis de alginato y que la ausencia del gradiente transmembranal de
sodio podria ser una sefial que desencadena la produccién del polimero (Nufiez et al, 2009). Sin
embargo, hasta ahora se desconocen las razones moleculares de dicho efecto.
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3. JUSTIFICACION

Los estudios realizados con A. vinelandii se han enfocado a elucidar aspectos regulatorios y
fisioldgicos asi como a incrementar la produccion volumétrica del alginato. No obstante, dadas las
bajas concentraciones de alginato logradas hasta ahora [(10 g/L), (Mejia et al, 2010)] el proceso no ha
resultado econdmicamente viable. A pesar de esto, no se descarta la posibilidad de hacerlos
eventualmente competitivos por su calidad, ya que mediante modificaciones genéticas y/o ambientales
se espera disefiar polimeros hechos a la medida. En este sentido, se considera importante conocer el
tipo de alginato producido por cepas con alguna modificacion genética. Por ello, el presente trabajo
propone realizar una caracterizacion del comportamiento cinético de una cepa mutante denominada
ATCN4; asi mismo evaluar las caracteristicas quimicas y propiedades reoldgicas de soluciones y geles
del alginato sintetizado por esta cepa, esperando que la informacién generada contribuya a entender el
comportamiento intrinseco de la cepa y a evaluar las posibilidades tecnoldgicas de los polimeros
sintetizados bajo las condiciones de cultivo planteadas para este trabajo.

4. HIPOTESIS

Cultivos liquidos con la cepa mutante ATCN4, afectada en la subunidad E del complejo Na*-
NQR, permitiran la sintesis de mayores concentraciones de alginatos con caracteristicas quimicas

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

Caracterizar cinética, quimica y reoldgicamente los alginatos sintetizados por la mutante

ATCNA4 de A. vinelandii cultivada bajo condiciones diazottroficas y no diazotroficas.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Evaluar la cinética de crecimiento, produccion de alginato y PHB de la cepa ATCN4 en
cultivos diazotréficos y no diazotréficos.

o Caracterizar quimicamente a los alginatos (peso molecular, relacion G/M, grado de
acetilacion) producidos por la cepa ATCN4 desarrollada en cultivos diazotréficos y no

diazotroficos.

o Determinar los parametros reoldgicos (indice de consistencia “K” e indice de flujo “n”) de

los caldos de fermentacion.

o Evaluar las propiedades viscoelasticas de soluciones de alginato en términos del mddulo de

almacenamiento (G”), médulo de pérdida (G™") y modulo complejo (G*).

o Analizar la funcionalidad de los alginatos sintetizados por la cepa silvestre ATCC 9046 y
la mutante ATCN4 en relacién a la viscosidad y gelificacion, asi como compararla con los

alginatos algales.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El presente trabajo plante6 como objetivo realizar una caracterizacién integral del
comportamiento cinético, quimico y reoldgico de los alginatos producidos por la cepa mutante
ATCNA4, desarrollada en cultivos sumergidos en matraz y bajo condiciones diazotréficas y no

diazotroficas. Para ello se disefid la siguiente estrategia experimental (figura 7.1).

Hasta el momento, el trabajo realizado con la cepa mutante ATCNA4 se ha centrado en aspectos
de biologia molecular, desarrollando cultivos en placa y en ambiente diazotréfico (Nufiez et al, 2009).
Por lo anterior, se planted una primera etapa que consistié en la evaluacién de los diferentes parametros
cinéticos de crecimiento celular, sintesis de productos (alginato y PHB) y consumo de fuente de
carbono de la cepa ATCN4, desarrollada en cultivos sumergidos en matraces y bajo condiciones

diazotroficas y no diazotréficas.

La segunda etapa consistié en el andlisis quimico de los alginatos sintetizados, evaluando
aspectos como el peso molecular, relacion de los acidos gulurénicos/acidos manurénicos (G/M), asi
como el grado de acetilacion de los alginatos sintetizados por la mutante ATCN4 bajo las diferentes
condiciones de cultivo planteadas. EI peso molecular fue determinado por cromatografia de filtracién
en gel (Pefia, 1998), el grado de acetilacion se determind por cromatografia de intercambio i6nico, en
tanto que la relacién (G/M) se estim6d por determinaciones colorimétricas (Blumenkrantz y Asboe-
Hansen, 1973).

En una tercera etapa, se realiz6 una caracterizacion reoldgica tanto de caldos de fermentacion
como de soluciones reconstituidas de alginato (2 %). A los primeros se les realiz6 un barrido de
velocidades de deformacion determinando la viscosidad, con la finalidad de calcular sus parametros
reoldgicos, es decir, el indice de consistencia (K) y el indice de flujo (n). Las soluciones reconstituidas
de alginato se trabajaron con reologia oscilatoria para evaluar su comportamiento viscoelastico en
términos del moédulo elastico (G”) y moédulo dinamico (G™). Para realizar dichas determinaciones se
utilizé un redmetro con una configuracion de cono — plato y plato — plato para la viscosidad y

viscoelasticidad respectivamente.

Es importante sefialar que la cepa parental ATCC 9046 se utiliz6 como control en cada una de

las etapas de este proyecto, con fines de comparacion.
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Figura 7.1. Estrategia experimental del proyecto.

L 4

&
v

Caracterizacion cinética, quimica y reoldgica.

24



Materiales y métodos

8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Microorganismos, medio de cultivo y condiciones de crecimiento

Las cepas ATCN4 y ATCC 9046, fueron preservadas a 4°C en tubos inclinados (slants) en el
medio de cultivo Burk modificado solidificado con agar (18 g/L). EI mantenimiento se realiz6

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

Se emple6 el medio Burk modificado (Pefia et al, 1997) para el crecimiento celular el cual
tiene la siguiente composicion: sacarosa (20 g/L), K,HPO, (0.66 g/L); KH,PO, (0.16 g/L); MOPS
(1.42 g/L); CaSO, (0.05 g/L); NaCl (0.2 g/L); MgSO4e7H,0 (0.2 g/L); NaM0O,e2H,0 (0.0029 g/L);
FeSO4e7H,0 (0.027 g/L). En el caso de los cultivos no diazotroficos se adiciond extracto de levadura
(3 g/L) como fuente de nitrogeno. Las sales de potasio, la sacarosa, el extracto de levadura 'y el MOPS
se disolvieron en 900 mL de agua destilada y el pH se ajust6 a 7.2 con NaOH (2 N). Por otro lado, el
sulfato de calcio se disolvi6 en 50 mL de agua destilada y las sales restantes se disolvieron en el mismo
volumen de agua destilada. Se esterilizo a 121 °C por 20 minutos cada una de las tres fracciones, con el
objetivo de evitar la formacion de precipitados. Una vez estériles, fueron mezcladas en la campana de

flujo laminar.
8.1.2 In6culo

Los indculos se obtuvieron por resiembras de slants a cajas de Petri y fueron incubadas por 72
horas a 29 °C. Se utilizaron entre 3 y 5 asadas de las células generadas en las cajas Petri para inocular
matraces Erlenmeyer de 500 mL con 100 mL de medio de cultivo, los cuales fueron incubados a 29 °C
y a 200 rpm por 24 horas. Posteriormente, las células obtenidas se utilizaron para inocular los
matraces. La cantidad de inoculo fue la necesaria para obtener una densidad optica de 0.1 a 540 nm

medida en un espectrofotometro Beckman modelo DU 650.

8.2 Condiciones de operacion

Se trabajé con matraces Erlenmeyer de 500 mL, con un volumen de llenado de 100 mL, a una
temperatura de 29 ° C y agitacion de 200 rpm. Se ajust6 el pH a 7.2 con una solucion de NaOH (2 N).

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

8.3.1 Determinacion de biomasa por gravimetria

La determinacion de biomasa se llevo a cabo usando un método gravimétrico de peso seco ya
descrito por Pefia et al (1997). Se mezclaron 10 mL de caldo de cultivo con 1 mL de Na;EDTA (0.1
M) y 1 mL de NaCl (1 M). Se centrifug6 a 8 000 rpm durante 10 minutos. Se separo el sobrenadante y
posteriormente el paquete celular fue filtrado con membranas Millipore de 0.45 pum de poro,
previamente taradas. Las membranas se secaron a 70 °C por 24 horas en una estufa (Felisa), por
diferencia de peso se determind la concentracion de la biomasa en g/L. Cada determinacion se realizd

por triplicado.
8.3.2 Determinacion de biomasa por turbidimetria

Esta técnica es una manera rapida de determinar el crecimiento microbiano, para realizarlo se
tomd una alicuota de 1 mL de caldo de cultivo y se hizo una dilucion 1:50 con agua destilada. Se
determind la densidad Optica a una longitud de onda de 540 nm, en un espectrofotometro Beckman
modelo DU 650. Utilizando una curva patron se correlaciono la densidad optica con la concentracion
celular (g/L). Las figuras 8.1 y 8.2 muestran las curvas patron para las cepas utilizadas en el desarrollo

del proyecto.
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Figura 8.1. Curva patrén para la determinacién de biomasa para la cepa ATCC 9046.
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Figura 8.2. Curva patron para la determinacion de biomasa para la cepa ATCNA4.

8.3.3 Determinacion de proteina por el método de Lowry

El método de Lowry se basa en una reaccion de unién del cobre a las proteinas bajo
condiciones alcalinas, y en la reaccion redox que ocurre entre los aminoacidos aromaticos y el &cido
fosfomolibdico-fosfotingstico del Folin-Ciocalteau que se reduce para formar heteropolimolibdeno
azul. La reaccidn resulta en un color azul fuerte detectable facilmente por espertrofotometria (Lowry et
al, 1951).

Se tomd una alicuota de medio de cultivo (1 mL) y se centrifugo a 12, 000 rpm por 10 minutos,
se separo el sobrenadante y las células se lavaron con 1 mL de una solucién de NaCl (0.85 %). Se
tomaron 200 uL de esta mezcla y se llevaron a 1 000 uL con H,0. Se afiadieron 5 mL de solucién
reactiva: Na,CO;3; (2 %) en NaOH (0.1 N), Tartrato de Na 'y K (2 %) y CuSO4 (1 %). Se dejo reposar
por 10 minutos y a continuacion se afiadieron 0.5 mL de reactivo de Folin (diluido con 1 volumen de
agua). Se reposo por 30 minutos. La absorbancia fue leida a 625 nm (Lowry et al, 1951). Al mismo
tiempo se corri6 una curva de calibracidn (por triplicado) usando una solucién patrén (2 mg/mL) de

albdmina (figura 8.3).
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Figura 8.3. Curva patrén para la determinacién de proteina por el método de Lowry.

8.3.4 Extraccion y cuantificacion de alginato

La técnica consiste en la precipitacion del polimero con isopropanol y su posterior
cuantificacion gravimétrica (Jarman et al, 1978). Se mezclaron 10 mL de caldo de cultivo con 1 mL de
EDTA (0.1 M) y 1 mL de NaCl (1 M), posteriormente se centrifugé a 11 000 rpm por 10 minutos. El
sobrenadante se separd y mezcld con 30 mL de isopropanol, dejando reposar por 10 minutos para la
precipitacion del polimero. El precipitado se filtr6 en membranas Millipore de 0.22 um, puestas
previamente a peso constante, posteriormente se secaron a 70 ° C por 24 horas en una estufa (Felisa).

La concentracion de alginato se calcul6 por diferencia de peso.

8.3.5 Determinacion de consumo de sacarosa (DNS)

Este método se basa en la hidrdlisis de la sacarosa usando una invertasa y la posterior medicion
de los azucares reductores libres por medio de la reduccién del &cido dinitrosalicilico (DNS). Se forma
un compuesto nitro-aminado de color amarillo, cuya densidad dptica es proporcional a la concentracion
de grupos reductores (Miller, 1959).

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 adicion lenta del DNS para evitar
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precipitacion. La solucion enzimatica se preparé mezclando 20 mg de la enzima B-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 fermentacidn, se diluyé 1:20 con agua destilada, se sirvieron 0.9 ml en tubos de
ensayo y se mezclaron con 0.1 ml de la solucién enzimaética. La mezcla se incubd a temperatura
ambiente durante 10 min. Posteriormente se adicion6 1.0 ml de la solucion DNS a cada muestra. Los
tubos se calentaron a ebullicién durante 5 minutos, e inmediatamente después se enfriaron en bafio de
hielo. A cada tubo se le adicionaron 10 ml de agua destilada y se leyé la absorbancia a 540 nm
(espectrofotometro Beckman DU 650) contra un blanco de reactivos. Los valores se extrapolaron en la
curva patron, la cual se elabor6 por triplicado utilizando soluciones de sacarosa en concentraciones de
0.2,0.4,0.6, 0.8, 1.0 mg/ml (figura 8.4).

0.6 -

Ansorbancia (520 nm)

Sacarosa (g/L) = (Absorbancia + 0.0033)/ 0.5035
R2=0.9947

0 T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentracion (g/L)

Figura 8.4. Curva patron para la determinacion de sacarosa.

8.3.6 Determinacion del peso molecular por HPLC

El peso molecular promedio se determind por cromatografia de filtracion en gel (CFG),
utilizando una serie de columnas Ultrahidrogel (UG 500, Waters) de 7.8 mm (diametro interno) por
300 mm, acopladas a un equipo de HPLC (Waters, 2996) con un detector de indice de refraccion
(Waters, 2414). Como fase movil se us6 NaNO3 (0.1 M) a 35 °C a un flujo de 0.9 mL/min. La sefial del
detector fue procesada en un programa de PC compatible (Empower, Waters). La calibracion de las

columnas se realiz6 utilizando pululanos de Aerobasidium pullulans como estdndares de peso

&
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molecular con un rango de 5 800 a 78 800 Da. La muestra de alginato fue filtrada a través de una

membrana Millipore de 0.22 um y una muestra de 100 uL se inyecté al sistema HPLC.

8.3.7 Determinacion de la relacion G/M

La determinacion de acido M se realiz6 con un método espectrofotométrico (Haug y Larsen,
1962). Se hidrolizaron 5 mg de alginato con 1 mL de H,SO, (2N) a 121 °C por 30 minutos.
Posteriormente, fueron neutralizados con 2.5 mL de CaCO; (1N). La mezcla se centrifugd a 3 500 rpm
por 20 min. Del sobrenadante se separ6 1 mL y se afladieron 6 mL de H,SO,concentrado. La mezcla se
dejo enfriar para posteriormente calentar a 55 °C durante 20 minutos. Finalmente, se afiadieron 0.2 mL
de la solucion de carbazol (1% p/v en etanol), se dejé reposar durante 3 horas y se ley6 la absorbancia a
530 nm que corresponde al acido M presente. La concentracion del &cido M fue calculada con la

respectiva curva patrén elaborada por triplicado (figura 8.5).

0.3 -
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Absorbancia (530 nm)

Ac. Manurénico =Absorbancia - 0.002/0.0012
R2=0.9888

0.05

0 50 100 150 200

Concentracion de ac. manurdnico (mg/mL)

Figura 8.5. Curva patron para la determinacién de &cido manurénico

A la concentracion del alginato microbiano se le restd el valor obtenido de acido M, con lo que

se obtiene la concentracion de &cido G, el cociente es la relacion G/M.
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8.3.8 Determinacion espectrofotométrica de la pureza de alginato

La concentraciéon de alginato para la determinacion de la relaciéon G/M se realizO por un
método espectrofotométrico (Blumenkrantz y Asboe — Hansen, 1973). Se tomaron 0.2 mL de las
soluciones de alginato a una concentracién de 1 mg/mL. Se adicionaron 1.2 mL de la solucién de
tetraborato (0.0125 M de tetraborato de sodio en H2SO4 concentrado). Las muestras se enfriaron en un
bafio de hielo por 10 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se agitaron en Vortex y calentaron en
un bafio de agua hirviendo durante 5 minutos. Las muestras se enfriaron nuevamente y se adicionaron
20 pL de la solucion de meta-hidroxidifenil. Finalmente, las muestras fueron agitadas en Vortex y se
dejaron reposar por 30 minutos en bafio de hielo. Pasado este tiempo se ley6 absorbancia a 520 nm.

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

1.2 -

Abs (520 nm)
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(2] (o]
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1

Concentracién (mg/mL) = Abs - 0.0032/ 2.0363
R?=0.9931

o
N
1

O T T T
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Concentraciéon (mg/mL)

Figura 8.6. Curva patron para la determinacion de la concentracion de alginato.

8.3.9 Determinacion del grado de acetilacion por HPLC-UV

El grado de acetilacion de los alginatos se determiné por cromatografia, adaptando el método
original reportado por Cheetham y Punruckyong, 1984. Se utilizé una columna HPX-87H de Biorad,
con un detector de arreglo de diodos, como fase mavil se usé H,SO,4 (0.014 N) a 50°C a un flujo de
0.65 mL/min. Se mezclaron 500 pL de H,0 con 10 mg de alginato. Posteriormente, se adicionaron 500
uL de NaOH (1 N), la mezcla fue homogenizada y burbujeada con N,. Se acidificé con 120 pL de

H,SO, concentrado y se centrifug6 a 10 000 rpm durante 5 minutos, transcurrido el tiempo, la muestra
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se filtrd con microdiscos de 0.45 um y se inyectaron 40 pL. Se elabordé una curva patréon (por

triplicado) utilizando acetato de sodio como estandar a diferentes concentraciones (figura 8.7).
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;: R2 = 0.9667
1x10° ]
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0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Concentracion (mg/ mL)

Figura 8.7. Curva patrén para la determinacion de acetilos.

8.3.10 Determinacion de PHB por HPLC-UV

Recuperacion de PHB. Se centrifugd 1 mL de medio de cultivo a 12 000 rpm por 10 minutos,
se retird el sobrenadante y se adicion6 1 mL de hipoclorito de sodio comercial (2 %). La mezcla se
incubd a 30°C por una hora. Transcurrido el tiempo, se centrifug6 por 10 minutos a 12 000 y se retird
el sobrenadante. Posteriormente se adicioné 1 mL de agua destilada, nuevamente de centrifug6 bajo las
mismas condiciones y se retird el sobrenadante. EI procedimiento anterior se repiti6 con 1 mL de
etanol absoluto y 1 mL de acetona grado reactivo. Después de separar el Gltimo sobrenadante, el

precipitado (PHB) se sec6 por 5 minutos (Law y Slepecky, 1961).

Se adicioné 1 mL de H,SO,4 concentrado y se calenté a 90 ° C por una hora, con el fin de

obtener el acido crotdnico, producto de la hidrdlisis acida del PHB.

Cuantificacion de PHB. Esta técnica se basa en la determinacion de acido croténico, se realizd
utilizando una técnica de HPLC (equipo Waters, 2695), con un detector UV (211 nm) y una columna
de intercambio iénico (Aminex HPX-87H).Se utiliz6 H,SO, (0.014 N) como fase mdvil, con un flujo

de 0.7 mL/min y una temperatura de 50°C (Karr et al, 1983). El tiempo de corrida de cada muestra fue
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de 30 minutos y las muestras fueron inyectadas por duplicado. La sefial del detector se proces6 con un

programa PC compatible (Empower, Waters). Se realizd una curva patron por triplicado, utilizando

acido crotonico como estandar (figura 8.8).
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R?=0.9935
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Figura 8.8. Curva patron para la determinacion de &cido croténico.

8.3.11 Determinacion de la viscosidad aparente

Para realizar las determinaciones de los parametros reolégicos del caldo de cultivo, se utilizd

un reémetro de cono y plato marca TA Instruments-Waters LLC modelo Advanced Rheometer 1000
(AR 1000) a 25°C. Se trabajé con un gradiente de deformacion de entre 0.5 a 1500 s (Mejia, 2008).

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

consistencia y el indice de flujo:

Siendo:

T = esfuerzo de corte (Pa)

K = indice de consistencia (Pas")

v = velocidad de corte (s%).
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n = indice de flujo

Para la calibracién del reémetro se utilizaron aceites de la marca Brookfield.

8.3.12 Determinacidn de las propiedades viscoelasticas

Preparacion de la muestra: De cada uno de las muestras de alginatos se prepararon
soluciones (2 %) y se mezclaron con CaCl, (0.7 M). Instantaneamente se formo un gel heterogéneo, el

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

Andlisis viscoelastico: Se utilizd un redmetro marca TA Instruments-Waters LLC modelo
Advanced Rheometer 1000 (AR 1000), equipado con una configuracién de plato-plato. Se trabaj6 con
un barrido de frecuencia en la zona viscoelastica lineal. Los parametros operacionales fueron los
siguientes: 1 Hz de frecuencia, a una temperatura de 25°C. Se realiz6 un barrido de deformacion para

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

8.3.13 Calculo de los parametros cinéticos y estequiométricos

Asumiendo que durante la fase exponencial la velocidad de crecimiento de las células se
incrementa en forma constante, la velocidad maxima especifica de crecimiento (umax) fue calculada

mediante la siguiente expresion:
dX/dt= pX 1)
Donde:
dX/dt= Velocidad de crecimiento
p = Velocidad especifica de crecimiento en la fase exponencial
De la integral de la ecuacion (1) se obtiene:
X = Xoe"
Simplificando:

InX =1n Xo + pt

&
A g

Caracterizacion cinética, quimica y reologica.

L 4

34



Materiales y métodos

Posteriormente se grafico el tiempo contra InX y la pendiente obtenida representa la velocidad

especifica de crecimiento.

La cinética de formacion de producto puede ser descrita por la ecuacion de Luedeking-Piret, la
cual ha sido utilizada con éxito en la descripcidn de la cinética de produccién de exopolisacaridos
sintetizados por Xanthomonas campestris, Aureobasidium pullulans, Azotobacter vinelandii y
Pseudomonas sp. (Luong et al, 1988; Weiss y Ollis, 1980; Serrano-Carreon et al, 1998). Para el caso
de A. vinelandii, la generacion de alginato puede estar asociado al crecimiento bacteriano y/o estar

asociada a la fase estacionaria. Esta relacion es representada por la siguiente ecuacion:

dP/dt = e dX/dt + gX (1)
El parametro a se obtiene a partir de la ecuacion logistica:

dX/dt = px (1-X/Xm) 2
Donde:
Xm = méxima concentracion de biomasa

La integracion y re arreglo de la ecuacion (2) genera la siguiente ecuacion:
X (t) = Xofe-*/[1- (Xo/Xm)(1-e**9)] (3)

La integracion de la ecuacion (1) y la posterior sustitucién en la ecuacién (2) genera la

evolucién de P en el tiempo (4):

P (t) = Po + a(Xm/p) In[1-(Xo/Xm)(1- e**)] + pXo{e*"/[1- (Xo/Xm)(1-e-*)]} 4)

El parametro B (constante no asociada al crecimiento) se evalué a partir de los datos
experimentales de dP/dt tomados de la cinética de cultivo en la fase estacionaria.

p= (dP/dt)Xm

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

los datos experimentales.

L 4

&
A g

Caracterizacion cinética, quimica y reologica.

35



Materiales y métodos

El parametro a se obtiene a partir de la ecuacion (4) re arreglada:
P (t) = Po + aXo {e"/ [1-(Xo/Xm)(1- e*)]} + B(Xm/p) In[1- (Xo/Xm)(1-e*")]} (5)
De tal forma que:
P(t) — Po = aXo {e-"/ [1-(Xo/Xm)(1- e**)]} + p(Xm/p) In[1- (Xo/Xm)(1-e-*)]} (6)
Como:
X(t)= { e [1-(Xo/Xm)(1- e**)]}

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

P-Po-B(Xm/p) In[1- (Xo/Xm)(1-e-*)]} contra X(0)- X(t) (7)
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9. RESULTADOS

Capitulo |
9.1 Caracterizacion cinética

La cepa ATCN4 posee una mutacion en el gen ngrE (ngrE::Tn5) el cual codifica para una
subunidad de la NADH: Ubiquinona oxidoreductasa translocadora de sodio (Na*-NQR). Este complejo
es una bomba que acopla la oxidacién exergdnica del NADH con la ubiquinona al transporte de iones
sodio del espacio citoplasmico al espacio extracelular, contribuyendo a la generacion de un potencial
transmembranal de sodio. Durante cultivos sélidos la mutante ATCN4 produjo ~ 4 veces mas alginato
respecto a la cepa silvestre (800 ug alg/ mg de proteina para la silvestre vs 3400 ug alg/ mg de
proteina), sugiriendo que en A. vinelandii la falta en la actividad de la enzima Na’-NQR, causa la
ausencia de un gradiente transmembranal de sodio e incrementa la produccidn de alginato (NUfez et al,
2009). A la fecha, la cepa mutante ATCN4 no ha sido evaluada en cultivos liquidos, por lo que se
propuso una primera etapa de caracterizacion en términos del crecimiento celular, produccion de

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

Los resultados de las determinaciones se muestran en las figuras de los siguientes apartados, en
donde se compara el desempefio de la cepa ATCN4 en relacion al de la cepa silvestre ATCC 9046. Los
puntos de las graficas representan el promedio de tres cultivos independientes y las barras de

desviacion estandar reflejan la reproducibilidad de los datos.

9.1.1 Crecimiento celular

En diferentes estudios se ha encontrado que las mutaciones capaces de generar un incremento
en la produccion de alginato también provocan efectos negativos sobre el crecimiento celular,
atribuyendo este fenémeno a un posible desvio de la fuente carbonada hacia la sobreproduccion del
polimero, en detrimento del crecimiento celular (Galindo et al, 2007).Tal es el caso de la cepa AT6,
que posee una mutacion (insercién) en el primer gen del operén phbBAC, que impidi6é por completo la
sintesis de PHB y dio como resultado un aumento significativo en la produccion de alginato en
matraces agitados. Sin embargo, la mutacion tuvo un efecto negativo sobre el crecimiento celular,

presumiblemente por el costo energético impuesto por la produccion de altas cantidades de alginato.
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Por lo anterior, la estrategia inicial en esta etapa del proyecto consistié en promover el crecimiento
celular de la mutante mediante el uso de una fuente nitrogenada. Para ello se seleccion6 el extracto de
levadura ya que de acuerdo a estudios previos realizados por Tinoco (1993), en donde se evaluaron
fuentes de nitrdgeno organicas (peptona, triptona) e inorgéanicas (acetato de amonio, cloruro de
amonio), cuando A. vinelandii se cultiva en presencia de extracto de levadura, no solo incrementa la

sintesis de biomasa si no también mejora la produccién de alginato (Reyes et al, 2003; Mejia, 2008).

Las cinéticas de los cultivos se corrieron a lo largo de 72 horas, tiempo reportado para que A.
vinelandii se encuentre en la fase estacionaria. Los resultados de produccién de biomasa de la cepa
ATCN4 y de la cepa ATCC 9046 se presentan en la figura 9.1. Después de las primeras 24 horas de
cultivo el crecimiento bacteriano de la mutante difiere al observado para la cepa silvestre, obteniéndose
una velocidad especifica de crecimiento (pt) de 0.1 h™ y una concentracion méaxima de biomasa de 5.2
g/L en el caso de la mutante; mientras que la cepa control produjo 4.1 g/l de biomasa con una p

correspondiente a 0.094 h,

Biomasa (g/L)

O T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72

Tiempo de cultivo (h)

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

9046 (m) cultivadas bajo condiciones no diazotroficas.

Resulta interesante el mayor crecimiento celular exhibido por la cepa ATCN4, este
comportamiento difiere al de otras cepas mutantes de 4. vinelandii previamente reportadas. Estas cepas
tienden a sintetizar menores concentraciones de biomasa comparadas con la cepa silvestre, tal y como
lo muestran los estudios de Miranda (1998), Segura et al (2003) y Mejia (2008), en donde se encontrd
que al cultivar a estas cepas bajo las mismas condiciones ambientales empleadas en este trabajo, las

mutaciones (dirigidas a incrementar la produccién de alginato) parecen afectar negativamente el
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crecimiento celular (figura 9.2). En el mejor de los casos, se reportd que la cepa SML2 (que lleva una
mutacion la cual impide la depolimerizacion de alginato) logra un crecimiento celular similar al de la

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

Biomasa (g/L)

ATCC9046 AT268* DM* ATE** ATCN4

Cepas de A. vinelandii

Figura 9.2. Concentracion maxima de biomasa sintetizada por diferentes cepas mutantes de A. vinelandii cultivadas en
matraces agitados y bajo condiciones no diazotréficas. * *Galindo et al, (2007); *Miranda (1998).

Por otro lado, observaciones al microscopio 6ptico muestran que las células de la cepa ATCC
9046 poseen una morfologia bacilar, tipica de las condiciones de cultivo no diazotréficas (figura 9.3a).
En contraste, la mutante presenté morfologia esférica (figura 9.3b), sugiriendo una mayor acumulacion
de granulos de PHB. Debido a que el PHB se almacena de manera intracelular es comun que la
determinacion de biomasa medida por peso seco (figura 9.1) incluya también a este polimero. Por lo
tanto, los datos obtenidos para la determinacion de crecimiento podrian ser un reflejo de la capacidad
de acumulacion del PHB, mas que del crecimiento microbiano, sobreestimando asi la produccion de
biomasa alcanzada por la cepa mutante. Con la finalidad de descartar esta posibilidad se cuantifico a la

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

a) Cepa ATCC 9046 b) Cepa ATCN4

Figura 9.3. Fotografias al microscopio dptico (100 X), tomadas de cultivos no diazotréficos con 72 horas de fermentacion: a)
cepa silvestre ATCC 9046, b) cepa mutante ATCN4.

o
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La cuantificacion de proteina se presenta en la figura 9.4, se observd que después de las 36
horas de cultivo la mutante supera la produccion de biomasa en relacidon con la cepa silvestre. Asi, a las
72 horas de fermentacion la mutante alcanzé 1.17 g/L, mientras que la cepa silvestre logra un valor de
0.8 g/L, confirmando el mayor crecimiento celular de la cepa ATCN4 observado en la determinacion

por peso seco.

1.4 -

Proteina (g/L)

0 12 24 36 48 60 72
Tiempo de cultivo (h)

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

condiciones no diazotroéficas.

Estudios previos con la cepa ATCN4 en donde se observd su potencial como sobreproductora
de alginato, fueron realizados en ambiente diazotrofico. Es bajo esa condicion que en cultivos sélidos
se seleccionan mutantes con fenotipo mucoide (potenciales sobreproductoras de alginato). Tomando en
cuenta lo anterior y debido a las diferencias fisiologicas que podria presentar la cepa mutante en ambas
condiciones de cultivo, se llevo a cabo una evaluacion en ambiente diazotrofico, eliminando el extracto

de levadura del medio.

En la figura 9.5 se muestran los resultados de crecimiento con base a peso seco para los
cultivos diazotroficos. Se aprecia que después de las 24 horas la mutante alcanzd una concentracion de
biomasa correspondiente a 1.16 g/L con una p de 0.057 h™. Por su parte, la cepa ATCC 9046 logr6
sintetizar 1.94 g/L con una p de 0.08 h™. En este caso, la mutante cultivada bajo condiciones
diazotroficas acumuldé 40 % menos biomasa que el control (cepa ATCC 9046). No obstante, al igual
que en las condiciones no diazotroficas cabe la posibilidad de que la acumulacion de PHB haga que se

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

condiciones diazotréficas.

De modo similar, se determino el crecimiento cuantificando la cantidad de proteina para evitar
las posibles interferencias ocasionadas por la acumulacion de PHB. En la figura 9.6 se muestra el
efecto de las condiciones diazotroficas sobre la produccién de proteina. Se aprecia claramente como se
invierten las tendencias en la sintesis de biomasa en comparacion a las determinadas con base a peso
seco (figura 9.5). Es decir, que la cepa mutante produce niveles superiores de proteina, alcanzando a
partir de las 36 h, alrededor de 1.5 veces mas proteina en comparacion a la cepa ATCC 9046. Una
mayor acumulaciéon de PHB o la presencia de algun otro metabolito de reserva como el glucégeno,

explicaria las diferencias entre los resultados de peso seco y proteina.
1.0
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Figura 9.6. Cinética de crecimiento celular con base proteina: mutante ATCN4 (A) y cepa silvestre ATCC 9046 (@)

cultivadas bajo condiciones diazotroficas.
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Para propositos comparativos, se analizaron las concentraciones maximas de proteina
sintetizada bajo condiciones no diazotréficas (figura 9.7a) y diazotréficas (figura 9.7b). Esta
comparacion permitié observar que independientemente de la cepa, la eliminacion del extracto de
levadura disminuye el crecimiento celular en aproximadamente 2 veces para ambos casos (figura 9.7).
Esto seguramente se debe al gasto energético que implica a la célula no tener los aminoacidos

disponibles en el medio de cultivo, aunado al enorme gasto energético producto de la fijacion biologica

de nitrogeno (Tinoco, 1993; Reyes et al, 2003 y Mejia et al, 2010).

a) Cultivos no diazotroficos b) Cultivos diazotroéficos

Proteina (g/L)

ATCN4  ATCC 9046 ATCN4  ATCC 9046

Cepa de A. vinelandii

Figura 9.7. Concentracion maxima de proteina sintetizada por las cepas ATCN4 y ATCC 9046 bajo condiciones de cultivo

no diazotroficas y diazotroficas.

En general, los datos de proteina indican que la mutacion en la cepa ATCN4 favorece el
crecimiento celular en cualquiera de las condiciones en que se cultivo la mutante. Debido a que la
mayor parte de la informacion acerca del rol fisiologico del complejo Na*-NQR se ha generado a partir
de bacterias marinas Gram negativas (Page, 1991) resulta dificil proponer un mecanismo para explicar
el fendmeno de mayor desarrollo celular. A pesar de esto, es probable que en la mutante ATCN4 una

disminucién en la actividad de la NADH deshidrogenasa resulte en una redistribucion de poder

reductor favoreciendo la produccion de biomasa.
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9.1.2 Acumulacion de PHB

Durante las observaciones al microscopio mencionadas previamente (figura 9.3), la mutante
ATCN4 mostr6 una morfologia que se caracteriza por la acumulacion de PHB, un polimero de reserva
sintetizado en condiciones de desequilibrio nutricional, usualmente cuando ocurren limitaciones de una
fuente de nitrégeno, fosforo o magnesio en presencia de un exceso de la fuente de carbono y energia.
Otro papel propuesto para el PHB es el de reservorio de poder reductor. Cuando en la célula se
presenta una condicion de baja concentracion de oxigeno y existe un exceso de la fuente de carbono, se
favorece la acumulacion de NADH y NADPH. Como se sabe, la cepa ATCN4 tiene bloqueado el
funcionamiento de la bomba Na*-NQR, misma que participa en la cadena respiratoria de A. vinelandii
al acoplar la oxidacion del NADH a la translocacion de Na® (Hase y Barquera, 2001). Como
consecuencia de la mutacion, la cepa ATCN4 podria estar acumulando poder reductor y por ende
sintetizando mayores niveles de PHB, respecto a la cepa silvestre. Por lo anterior, se decidié cuantificar

los niveles de este polimero intracelular (Figura 9.8).

a) Cultivos no diazotroficos b) Cultivos diazotroficos
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Figura 9.8. Cinética de produccion de PHB. a) Condiciones de cultivo no diazotréficas: mutante ATCN4 (@) y cepa
silvestre ATCC 9046 (H). b) Condiciones de cultivo diazotroficas: mutante ATCN4 (A) y cepa silvestre

ATCC 9046 (#).

La figura 9.8 muestra los cambios en el porcentaje de acumulacion de PHB con base a peso
seco para las dos condiciones de cultivo manejadas en este trabajo. En ambiente no diazotréfico (figura
9.8a) se aprecia que transcurridas 36 horas de fermentacion las cepas ATCN4 y ATCC 9046

acumularon niveles similares de PHB, entre un 51 y 53 % aproximadamente. Antes de este tiempo se
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observé una diferencia importante, marcada principalmente por el comportamiento de la cepa ATCN4
gue tuvo un notable incremento en los niveles de este polimero, el cual coincide con la fase
exponencial de crecimiento ocurrida entre las 12 y las 36 horas de la cinética. En lo que respecta a la
cepa control, el contenido de PHB permanecid relativamente constante, solo se increment6 alrededor

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

De modo similar se evaluaron los cultivos diazotréficos (figura 9.8b), en donde la acumulacion
méaxima de PHB de la cepa ATCN4 (66 %) resultd ser mayor respecto a la observada para la cepa
silvestre (49 %). Se determino que al igual que en los cultivos con extracto de levadura, el incremento
en la acumulacion de PHB de la cepa ATCN4 coincide con la fase exponencial de crecimiento
bacteriano (de 12 a 24 horas). Sin embargo, en este caso la sintesis del polimero continGa hasta el
inicio de la fase estacionaria (24 a 48 horas). Por otro lado, a lo largo de la fermentacion, no se observo
una variacion considerable en la acumulacion de PHB correspondiente a la cepa silvestre. En general
se encontrd que en cualquiera de las condiciones de cultivo, la cepa mutante incrementa el contenido

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

9.1.3 Biosintesis de alginato

Uno de los principales factores que motivo los estudios de la cepa ATCN4 en cultivos liquidos
fue el fenotipo mucoide observado en medio sélido (Nufiez et al, 2009). Los resultados de la
produccién de alginato en cultivos sumergidos para la cepa ATCN4 y su respectivo control se
muestran en la figura 9.9. Se aprecia que en ambiente no diazotrofico (figura 9.9a), ambas cepas
sintetizan concentraciones de alginato similares. Unicamente al final de la fermentacion (72 horas) la
mutante produce ~ 14 % mas polimero en relacion a la cepa silvestre (4.3 g/L).De forma similar, el
analisis de los cultivos diazotrdficos (figura 9.9b) revelé que esta condicion permite a la mutante

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

La comparacion de ambas condiciones ambientales permite distinguir que en ambiente no
diazotrofico se producen las concentraciones més altas de alginato. De este modo, las cepas silvestre y
mutante sintetizan 1.8 y 1.5 veces mas alginato, respectivamente. Adicionalmente, se examind de
manera detallada la eficiencia en la produccion de alginato, mediante el calculo de los distintos

rendimientos por unidad celular, denotados por Y aigx (figura 9.10).
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a) Condiciones no diazotroéficas b) Condiciones diazotrdficas
5 1 5 -
J 4
2
8
£ 3] -4
? A 470
2 A
_ & _ | S— +
/r - -
191 7 > ¥
/ -
*- -
0 T T T T T T T 0 - T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72
Tiempo de cultivo (h) Tiempo de cultivo (h)

Figura 9.9. Cinética de produccion de alginato. a) Condiciones no diazotroficas: mutante ATCN4 (@) y cepa silvestre ATCC
9046 (M). b) Condiciones diazotroficas: mutante ATCN4 (A) y cepa silvestre ATCC 9046 ().

En la figura 9.10a, se aprecia que en ambiente no diazotréfico, la mutante ATCN4 no supero
los rendimientos de alginato calculados para la cepa ATCC 9046, lo que coincide con investigaciones
previas (Pefia et al, 2002; Galindo et al, 2007) en las que se ha encontrado que diferentes cepas
mutantes consideradas como sobreproductoras de alginato (en cultivos sélidos y ambiente diazotréfico)
no son tan eficientes una vez que se cultivan en medio liquido (matraces) y bajo condiciones de cultivo
no diazotréficas. Esto podria ser consecuencia del cambio ambiental, ya que en cultivos no
diazotroficos se adiciona extracto de levadura al medio de cultivo. Al incluir la fuente nitrogenada, la
disposicion de aminoacidos en el medio permitiria que la bacteria no se encontrara limitada y

canalizara su metabolismo hacia el crecimiento celular mas que a la produccion de alginato.

Contrario a los resultados de cultivos no diazotroficos, bajo condiciones diazotroficas se
promueve un incremento de ~ 1.6 veces el rendimiento por unidad celular por parte de la cepa mutante
(figura 9.10b). Adn asi, estos datos no superan los reportados para cultivos sélidos, correspondientes a
~ 4 veces més alginato que la cepa silvestre (NUfiez et al, 2009). Lo anterior, podria ser una respuesta a
las diferencias en la transferencia de nutrientes y difusion de oxigeno entre cultivos solidos y
sumergidos. Resulta interesante la similitud en los rendimientos observados para la cepa ATCC 9046 y
ATCN4 de cultivos no diazotréficos y diazotroficos respectivamente, debido a que para términos de
aplicacion, los cultivos con la cepa mutante ahorrarian el costo de la fuente de nitrégeno, que es 5

veces mas costosa que la fuente de carbono (Sigma-Aldrich ®, 2012).
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a) Condiciones no diazotrdéficas b) Condiciones diazotréficas

Y Alg/X (gAlginato / g proteina)

ATCNA4. ATCC9046. ATCN4 ATCC9046

Cepa de A. vinelandii

Figura 9.10. Rendimientos por unidad celular de las cepas ATCN4 y ATCC 9046 cultivadas bajo condiciones de cultivo

diazotrdficas y no diazotroficas.

En la tabla 9.1 se muestran las constantes o (asociada al crecimiento) y B (no asociada al
crecimiento) de la ecuacion de Luedeking-Piret. Se encontré que en todos los casos la produccion de
alginato es parcialmente asociada al crecimiento, por lo que 3 # 0. Es decir que el polimero se sintetiza
tanto en la fase exponencial como en fase estacionaria. En esta misma tabla se presentan los
porcentajes de alginato sintetizado durante fase estacionaria en funcion de las condiciones de cultivo.
Se observo que independientemente de la cepa, bajo condiciones no diazotroficas se sintetiza ~ 25 %
del alginato total. Por otro lado, en ambiente diazotrofico, alrededor de un 50 % de alginato es
producido una vez que las bacterias se encuentran en la fase estacionaria. Estos resultados son
congruentes con estudios previos realizados por Horan et al, (1981), Brivonese y Sutherland (1989),
Tinoco (1993), Pefia et al (1997), Pefia et al (2002) y Reyes et al (2003), quienes trabajaron con
diferentes cepas de A. vinelandii cultivadas en medio liquido, determinando que para estos casos, la
sintesis del polimero también se encuentra parcialmente asociada al crecimiento. Al respecto,
Sutherland (1977) y Horan et al (1983) sugirieron que el aumento en la produccion de alginato en fase
estacionaria podria estar relacionado con la disponibilidad de intermediarios para la sintesis de alginato
como la GDP manosa y lipidos isoprenoides, los cuales también son utilizados en la sintesis de

peptidoglicanos y lipopolisacaridos para la formacion de la pared celular durante el crecimiento.
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Tabla 9.1. Constantes de Luedeking Piret y porcentaje de alginato sintetizado en cada etapa de crecimiento celular.

ATCN4 No diazotrdfica | 1.15+ 0.3 0.0059 + 0.001 26 + 3.22
ATCC 9046 1.12+05 0.006 + 0.001 25+2.05
ATCN4 Diazotrofica 1.08+0.12 0.02 + 0.003 50+ 4.6
ATCC 9046 0.32+0.06 0.008 + 0.002 46 + 3.05

De manera global los resultados en la produccion de alginato por la mutante demuestran que
las condiciones diazotréficas favorecen su produccion por unidad celular, consiguiendo sintetizar
niveles similares a los de la cepa silvestre (cultivada en presencia de extracto de levadura). Estos
resultados indican que en diazotrofia, la falta en la actividad de la enzima Na*-NQR favorece la sintesis
del alginato.

9.1.4 Consumo de sacarosa

La energia para los procesos de crecimiento, sintesis de macromoléculas y sus
correspondientes mondmeros proviene principalmente de la oxidacion de la fuente de carbono. Una
vez que la fuente carbonada es consumida por la bacteria, se cataboliza para producir poder reductor,
esqueletos carbonados (intermediarios) y CO,. Una porcion de los equivalentes de reduccion son
oxidados por los componentes de la cadena respiratoria, resultando en la sintesis de ATP, mientras que
otra fraccion de este poder reductor, se utiliza para convertir los intermediarios en polimeros y biomasa

durante las reacciones redox.

La via Entner-Doudoroff es la principal ruta para la degradacion de la glucosa en A. vinelandii.
Esta via posee la caracteristica de tener un bajo rendimiento energético, produce solo una molécula de
ATP por molécula de glucosa. De acuerdo a los estudios realizados por Horan et al (1981) y Mejia et
al (2010), la bacteria es capaz de utilizar una amplia variedad de sustratos carbonados como glucosa,
fructosa, manitol, glicerol, sorbitol y sacarosa. Sin embargo, esta UGltima promueve un mayor
crecimiento celular y produccion de alginato, por lo que se seleccioné como fuente de carbono y

energia para este trabajo.

La cinética de consumo de sacarosa bajo condiciones no diazotroficas y diazotréficas se

muestra en la figura 9.11. En general ninguna de las cepas a cualquiera de las condiciones de cultivo
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agotd por completo la fuente de carbono. Hay que enfatizar que el crecimiento celular entré en la fase
estacionaria después de las 36 y 24 horas para las condiciones de cultivo no diazotrofico y diazotrofico,
respectivamente, por lo se propone que la sacarosa no es el sustrato limitante para el crecimiento
celular de las cepas ATCN4 y ATCC 9046. En otro sentido, la produccién no asociada al crecimiento,
junto con la presencia de fuente de carbono en el medio de cultivo durante la fase estacionaria, sugiere

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

a) Cultivos no diazotroficos b) Cultivos diazotroficos
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Figura 9.11. Consumo de sacarosa. a) Condiciones no diazotroficas: mutante ATCN4 (@), cepa silvestre ATCC 9046 (H).
b) Condiciones diazotréficas: mutante ATCN4 (A), cepa silvestre ATCC 9046 (@).

Como se observa en la figura 9.11 la mutacion tuvo efectos importantes sobre el de consumo
de la fuente de carbono en las 2 condiciones de crecimiento evaluadas. Se determind que bajo
condiciones no diazotroficas (figura 9.11a), la cepa ATCN4 incorpord a su metabolismo el 60 % (11.9
g/L) de la sacarosa a una velocidad de 0.12 g sac/g celeh; la cepa silvestre agoté el 73 % (14.6 g/L) con
una velocidad de consumo de 0.2 g sac/g celeh. Por otra parte, en cultivos diazotréficos (figura 9.11b)
la mutante se comport6 de manera singular, debido a que metabolizé Unicamente el 30 % de la fuente
de carbono a una velocidad de consumo de 0.38 g sac/g celeh. En cuanto a la cepa silvestre, oxido el
59 % (10.8 g/L) de la sacarosa suministrada al medio a una velocidad de consumo de 0.48 g sac/g

celeh.

La presencia o ausencia de extracto de levadura afect6 claramente el metabolismo de la cepa

ATCNA4. Por lo anterior, se decidi6 analizar la distribucion de la sacarosa en los principales productos
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generados. Los cuales se expresan como los rendimientos de alginato (Y aiys), PHB (Y pugss), biomasa

(Y xis) Y rendimiento global, es decir, el equivalente a la suma de los rendimientos previos (figura
9.12).

a) Cultivos no diazotrdéficos b) Cultivos diazotréficos
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Figura 9.12. Rendimientos con base a sacarosa en la fase exponencial de crecimiento de la mutante ATCN4 y la cepa ATCC

9046 cultivadas bajo condiciones diazotréficas y no diazotréficas. Y giopar (M) Y prss (1) Y ags (I );
Y xs ().

A pesar de que bajo condiciones no diazotroficas no existieron diferencias marcadas en la
sacarosa consumida (figura 9.11a), el flujo de la fuente carbonada hacia uno u otro producto
metabdlico si es distinto entre las dos cepas (figura 9.12a). Comenzando con el hecho de que el
rendimiento global (Y cienars) de la mutante superd 1.6 veces el de la cepa silvestre. Esto implica que
los rendimientos de Y pugis Y Y aigs Sean 1.5 veces mas altos, mientras que Y xss resultd 1.8 veces
superior al de la cepa ATCC 9046. Para las condiciones diazotroficas, la figura 9.12b muestra que la
mutacion incremento 2.7 veces los rendimientos globales con base a sacarosa, 1.6 veces 10S Y ppgs, 3.8

veces 0s Y ags Y 1.4 veces los Y x5, Los resultados anteriores evidencian cambios generados en los
flujos de carbono como resultado de la mutacion la cepa ATCNA4.

Los cultivos con la cepa mutante ATCN4 bajo ambas condiciones de cultivo presentaron un

efecto positivo en metabolismo celular, ya que ademas de desviar preferencialmente el flujo de carbono
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hacia la sintesis de alginato, se obtuvieron rendimientos superiores de biomasa y PHB en comparacion
a los de la cepa silvestre. Esto sugiere que la mutacion en el complejo Na’-NQR podria estar

relacionada con el uso eficiente de la fuente carbonada en A. vinelandii.
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Capitulo 11
9.2 Caracterizacion quimica

La produccion industrial de alginatos bacterianos no ha sido posible debido a las bajas
concentraciones volumétricas alcanzadas hasta ahora. Mejia et al (2010) obtuvieron una concentracién
final de 10 g¢/L, la cual, a pesar de ser la méas alta reportada en la literatura, no es suficiente para
competir con la obtenida de fuentes algales o incluso con otros polimeros microbianos como la xantana
y el &cido poliglutdmico, cuyas concentraciones maximas alcanzaron los 30 y 23 g/L, respectivamente
(Richard y Margaritis, 2003). Sin embargo, se ha considerado que una sinergia entre la biologia
molecular y la bioingenieria, permitiria generar alginatos bacterianos de alta calidad, con propiedades
mejoradas en relacion a los algales. De esta manera se harian eventualmente competitivos en el
mercado. Por lo anterior, en la segunda parte del proyecto se llevo a cabo la caracterizacion del grado
de acetilacion, peso molecular y relacion G/M de los alginatos obtenidos en las diferentes condiciones

evaluadas.

9.2.1 Grado de acetilacion

Los cambios en las propiedades de los alginatos pueden resultar muy valiosos para algunas
aplicaciones, sobre todo en el campo biomédico y biotecnoldgico. Esto convierte a la acetilacion en
una de las caracteristicas mas importantes de los alginatos bacterianos ya que su presencia en los
residuos manuroénicos, aln en pequefias proporciones, origina alginatos con propiedades deseables
(Skjak-Braek et al, 1989), como una mayor capacidad viscosificante y la posibilidad de formar geles
suaves y flexibles. Sin duda, el poder controlar el grado de acetilacion de los alginatos ayudaria a
mejorar sus propiedades funcionales. Dada la importancia de esta propiedad quimica, se decidio
cuantificarla en los polimeros sintetizados durante este trabajo, considerando que el proceso enzimatico

de acetilacion podria verse afectado por algin cambio inherente a la mutacion en ATCNA4.

Como se puede observar en las figuras 9.13a y 9.13b, no existen modificaciones significativas
en el grado de acetilacion de los alginatos sintetizados en condiciones diazotroficas y no diazotréficas.
Asi, al final de los cultivos los alginatos presentan un contenido de acetilos ~ 12 %. Estos resultados
contrastan con lo reportado previamente por Pefia et al (1997) y Miranda (1998), quienes encontraron

grados de acetilacion de entre 1y 3 % para esta misma cepa desarrollada en ambiente no diazotréfico.
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La discrepancia de estos resultados podria deberse a las distintas sensibilidades de los métodos

utilizados en cada caso.

Pefia et al (1997) y Miranda (1998) emplearon un método colorimétrico, basado en una
reaccion entre el alginato acetilado con hidroxilamina en solucion alcohélica (McComb y McCready,
1957). Dado que se trata de un método indirecto se ha considerado poco preciso, de tal forma que
subestima los valores reales .Por otro lado, en este trabajo se emple6 una técnica directa y sencilla que
consiste en la ruptura del enlace O-acetilo del polisacarido y la posterior cuantificacion de los acetilos

liberados mediante cromatografia de intercambio i6nico (Cheetham y Punruckyong, 1984).
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Figura 9.13. Evolucidn en el grado de acetilacion del alginato. a) Condiciones no diazotréficas: mutante ATCN4 (@), cepa
silvestre ATCC 9046 (H); b) Condiciones diazotréficas: mutante ATCN4 (A), cepa silvestre ATCC 9046 ().

Para los alginatos producidos por la cepa ATCN4, se aprecia claramente que el proceso de
acetilacion se inhibe por completo en los cultivos no diazotréficos (figura 9.13a) o disminuye
considerablemente (3 veces menos) respecto a la cepa silvestre en cultivos diazotréficos (figura 9.13b),
alcanzado como méximo ~ 4 % de acetilacion. Aln cuando se requiere mas informacion al respecto,
los datos sugieren que la ausencia de la actividad de Na*-NQR afecta negativamente la etapa de

acetilacion del polimero.
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9.2.2 Peso molecular promedio del alginato

Entre las caracteristicas quimicas que influyen de manera notable en las propiedades de los
alginatos se encuentra su peso molecular. Esta propiedad es particularmente importante en la
viscosidad de los polimeros en solucién, ya que una molécula de alto peso molecular tiende a adquirir
un gran volumen hidrodindmico generando un notable incremento en la viscosidad (Cardenas, 1997).
En la figura 9.14 se presentan los datos de los pesos moleculares promedio (PMP) correspondientes a
los alginatos evaluados. Se observé que en ambiente no diazotrofico la cepa mutante sintetizd alginatos
con un peso molecular promedio similar al de la cepa silvestre (figura 9.14a) y que estos se
incrementan gradualmente durante el transcurso de la fermentacion, alcanzando valores maximos de
aproximadamente 1500 kDa. Bajo condiciones diazotréficas la cepa mutante sintetizd polimeros de
alrededor de 2300 kDa a las 36 horas de cultivo. Después de este tiempo se observd una notable
disminucién de los pesos moleculares promedio (figura 9.14b). Mientras tanto, el alginato obtenido por
la cepa ATCC 9046 cultivada bajo estas mismas condiciones (figura 9.14b), present6 PMP
practicamente constantes después de las 24 horas de cultivo.
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Figura 9.14. Evolucion en el peso molecular promedio del alginato: a) Condiciones no diazotroficas: mutante ATCN4 (@),
cepa silvestre ATCC 9046 (H); b) Condiciones diazotroficas: mutante ATCN4 (A), cepa silvestre ATCC 9046
(®).

Resulta relevante el notable incremento en el PMP de los alginatos aislados de cultivos
diazotréficos con la cepa ATCN4 (~ 2300 kDa). Hasta ahora, este valor no solo supera los PMP

calculados en este trabajo, sino que ademas es superior respecto a lo encontrado previamente para la
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cepa silvestre (1500 a 1900 kDa) y otras cepas mutantes cultivadas en matraces (Galindo et al, 2007).
Tal es el caso de las cepas mutantes AT6 (340 kDa), CN26 (1130 kDa), AT268 (1100 kDa), SML2
(1150 kDa) e incluso la DM (1700 kDa). Esta ultima, anteriormente reportada como una cepa capaz de
sintetizar polimeros con los PMP mas altos para en cultivos con matraces (Pefia et al, 1997; Reyes et
al, 2003, Segura et al, 2003; Trujillo-Roldan et al, 2003; Galindo et al, 2007).

9.2.3 Distribucién del peso molecular del alginato

Se realizo el andlisis de los perfiles de distribucion de pesos moleculares (cromatogramas) del
alginato producido a diferentes tiempos del cultivo, tanto en ambiente no diazotr6fico como en
diazotrofico. La distribucion del peso molecular del alginato obtenido de las cepas mutante y silvestre
bajo condiciones no diazotréficas fueron relativamente similares a partir de las 24 horas de cultivo
(figura 9.15a y 9.15b), antes de este tiempo (12 h) se observa que el alginato de la mutante ATCN4
present6 un perfil de distribucion mas amplio respecto al de la cepa ATCC 9046. También, se aprecia
gue en cada una de las muestras existen distribuciones de una familia de pesos moleculares bien

definida, sefialada por la presencia de un solo pico en el cromatograma.

Se sabe que el desplazamiento de los cromatogramas hacia la izquierda indica la sintesis de
alginatos de mayor peso molecular. Para este trabajo se observo que los alginatos la cepa ATCN4
(condiciones no diazotréficas) presentaron los PMP maés altos entre las 48 y 72 horas (figura 9.15a). A
partir de las 36 horas, la cepa ATCC 9046 comienza a sintetizar este tipo de alginatos de alto peso
molecular (figura 9.15b). Los datos, son congruentes con lo previamente reportado para alginatos
aislados de cultivos en matraz con la cepa silvestre de A. vinelandii en relacion a los perfiles de

distribucion y el peso molecular promedio (Pefia et al, 1997).

Por otro lado, se determiné que bajo condiciones diazotréficas no existen diferencias marcadas
en las distribuciones de los PMP para la cepa ATCC 9046 (figura 9.15d), confirmando los PMP
practicamente constantes calculados para estos polimeros (figura 9.14b). De acuerdo a los resultados de
la figura 9.14b, los alginatos de mayor PMP para las cepa ATCN4 cultivada bajo condiciones
diazotroficas se calcularon a las 36 h de fermentacion. Por lo que es congruente que el cromatograma
correspondiente a esta muestra, presente el mayor desplazamiento hacia la izquierda (figura 9.15c).
Posteriormente, entre las 48 y 72 horas de cultivo ocurre un desplazamiento del cromatograma hacia la

derecha y una clara disminucién de &rea bajo la curva, sugiriendo que una familia de alginatos de bajo
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peso molecular (posible consecuencia de la despolimerizacion), se esta “diluyendo” con los alginatos

de mayor peso molecular (2300 kDa).

Cultivos no diazotréficos ATCN4 Cultivos diazotréficos
10 4 1
/
a) — 48-72hIP:64 c) / \\ — 48-72hi1P:43
g —-- 24-36h;1P:338 1 I --- 3BRIP42
.......... 12h;IP: 25 12h;1P: 3.8
o 6 ] 1
&
X
N i
5 ] i
0 d . . - .
ATCC 9046 —  72h;IP:48
10 - —— 36-72h:IP:5.16 - " o 36 h; IP: 5.7
b) --- 24hiPi4s 12h;I1P:5.4
8 12h; IP; 25

% Peso

LogM Log M

Figura 9.15. Distribuciéon de peso molecular e indices de polidispersion del alginato sintetizado bajo condiciones
diazotroficas y no diazotréficas por la mutante ATCN4 (a,c) y cepa silvestre ATCC 9046 (b,d) a diferentes

tiempos de fermentacion.

La polidispersién de un polimero es un reflejo de la distribucién de los pesos moleculares que
se encuentran en una determinada muestra. De acuerdo a Moe et al (1995) y Clementi et al (1998),
existe una relacion inversa entre el IP y el nimero de moléculas del mismo peso molecular presentes en
una poblacion. De esta forma, los IP mas altos corresponden a poblaciones mas heterogéneas. Se
calcularon los diferentes indices de polidispersion, la tendencia general muestra un aumento en los IP
conforme los cromatogramas se desplazan hacia la izquierda (figura 9.15). Esto indica que conforme
aumenta la edad de los cultivos, las familias de pesos moleculares se vuelven mas diversas, debido a

gue contienen alginatos con pesos moleculares de tiempos iniciales del cultivo.
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Finalmente, se encontrd que el analisis de los pesos moleculares y su distribucion permitieron
elucidar que bajo condiciones de cultivo no diazotréficas la mutacion en ATCN4 no ejerce cambios
notables en el proceso de polimerizacion del alginato. En cambio, en ambiente diazotréfico se tiene un
impacto positivo al sintetizar polimeros de alto PMP. En este sentido y debido a que el alginato juega
diferentes roles dependiendo de las condiciones ambientales, es posible que el alginato de alto peso
molecular de la mutante ATCN4 se sintetice como respuesta a un probable aumento de la osmolaridad

intracelular.

9.2.4 Relacion Guluronicos/Manurénicos (G/M)

Como se menciond previamente en los antecedentes, el alginato estd constituido por dos
unidades estructurales, el acido M y el acido G. Considerando que el contenido relativo, secuencia y
distribucién de estos mondémeros de alginato tiene un profundo impacto sobre sus propiedades
fisicoguimicas. Uno de los principales problemas de los polimeros algales es la alta variacién que
presentan en su composicion. Por ello se ha buscado un proceso de modificacion enzimatica que
permita producir alginatos mas homogéneos, sin embargo, hasta la fecha no existe algun producto en el
mercado con esta peculiaridad (Draget et al, 2002). Alternativamente, los alginatos bacterianos poseen
la ventaja de contar con un sistema de epimerizacion del alginato. Se trata de un conjunto de enzimas
gue se encargan de epimerizar el C-5 de algunos residuos manurénicos para convertirlos en acido
gulurdnico, creando asi diferentes patrones de epimerizacién, incluyendo acido poligulurénico (Rehm
y Valla, 1997; Draget et al, 2002; Galindo et al, 2007). A pesar de que existe muy poca informacién
acerca de las epimerasas, diversos autores, entre ellos Skaj-Braek et al (1985) y Valla et al (2001), han
planteado la hipo6tesis de que los grupos acetilo de la cadena de alginato funcionan como una barrera
estérica que impide el funcionamiento de estas enzimas. Debido a lo anterior, resultd atractivo evaluar
el contenido relativo de mondémeros G y M de los alginatos provenientes de la cepa ATCN4, misma

que al parecer tiene afectado el proceso de acetilacion, los resultados se presentan en la figura 9.16.

Los alginatos generados bajo condiciones no diazotréficas con la cepa ATCC 9046 (figura
9.16a) mostraron una relacion G/M practicamente constante (~2.8). Por otra parte, los valores
calculados para los polimeros de la cepa ATCN4 exhibieron un notable incremento a lo largo de la
fermentacion (de 1.3 a 4.3), llegando a ser superiores a los de la cepa silvestre después de 24 horas de
cultivo (figura 9.16a). Contrariamente, bajo condiciones diazotréficas la relacion G/M de los alginatos

producidos por la cepa silvestre a lo largo de la fermentacion, tiende a ser superior que la calculada
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para los de cepa mutante (figura 9.16b). Asi, al final del cultivo la cepa silvestre produce alginatos con

una relacion G/M ~2 veces mayor que los alginatos de la cepa mutante.

a) Cultivos no diazotrdficos b) Cultivos diazotréficos
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Figura 9.16. Evolucién de la relacion (G/M) del alginato. a) Condiciones no diazotroficas: mutante ATCN4 (@), cepa
silvestre ATCC 9046 (H); b) Cultivos diazotréficos: mutante ATCN4 (A), cepa silvestre ATCC 9046 ().

Al parecer, los resultados de la relacion G/M obtenidos para ambas cepas, no son congruentes
con la hipdtesis de protecciéon estérica que ejercen los grupos acetilo ante la actividad de las
epimerasas. De ser asi, los polimeros de la cepa ATCN4 serian mejores sustratos para las epimerasas
que los sintetizados por la cepa silvestre. Sin embargo, es posible que las diferencias en la relacion
G/M reflejen distinta actividad en las epimerasas de cada cepa (Clementi, 1997), producto de los

cambios impuestos por el ambiente y por la mutacion.
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Capitulo 111

9.3 Caracterizacion reoldgica de caldos de fermentacion y soluciones

reconstituidas de alginato

Las aplicaciones industriales de los alginatos basadas en sus propiedades viscosificantes,
gelificantes y estabilizantes representan los usos cuantitativamente més importantes de estos polimeros,
por lo que conocer sus caracteristicas reoldgicas es de gran interés, sobre todo si se trata de alginatos
sintetizados por A. vinelandii, que hasta ahora han sido relativamente poco investigadas. Por ello, en
una tercera etapa de este proyecto se evaluaron las propiedades reoldgicas de los alginatos, en términos
del indice de flujo e indice de consistencia. Se investigaron también las propiedades mecénicas
(mddulo de almacenamiento o elastico y médulo de pérdida o viscoso) de soluciones (2 %) preparadas

con los mismos polimeros.

9.3.1 Viscosidad de los caldos de fermentacion

Los alginatos en solucion se caracterizan por ser fluidos no Newtonianos del tipo
pseudopléastico (Mancini et al, 1996; Clementi et al, 1998). Un fluido no Newtoniano es aquel que no
tiene un valor de viscosidad definido y constante (Malkin e Isayev, 2006; Barnes, 2000), en estos casos

la viscosidad se denomina viscosidad aparente (pap) y depende del gradiente de deformacién (7).

Las curvas de flujo son herramientas bésicas en el analisis reol6gico de un fluido. Su forma
permite identificar la naturaleza reolégica del fluido o material, asi como determinar la viscosidad y los
parametros fundamentales bajo diferentes condiciones de trabajo u operacion (Barnes, 2000; Malkin e
Isayev, 2006). La evolucion de la viscosidad aparente en todas las muestras de los caldos de
fermentacion exhibié un comportamiento tipico de un fluido no Newtoniano. Con el objeto de
ilustrarlo se presentan las curvas de flujo de una muestra representativa obtenida de cultivos no

diazotréficos con la cepa mutante ATCN4 (figura 9.17).

En la figura 9.17 se aprecia claramente que la Hap disminuye con el incremento del gradiente de
deformacion ({/), confirmando que se trata de un fluido no Newtoniano. Las flechas en la figura 9.17
indican que el comportamiento no Newtoniano se vuelve mas pronunciado conforme transcurre el
tiempo de fermentacion. Para analizar y comparar a detalle cada una de las muestras a diferentes

tiempos de cultivo se calcularon pardmetros reoldgicos como son el indice de consistencia (K) y el
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indice de flujo (n) de acuerdo al modelo de la Ley de la potencia (ver detalles en Materiales y

métodos).
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Figura 9.17. Reograma de viscosidad aparente de caldos de fermentacion, obtenidos de cultivos no diazotréficos con la cepa
ATCN4:12h (O),24h (@®),36h (@),48h (@) y 72 h (@).

En el modelo de la Ley de la Potencia el indice de consistencia (K) esta relacionado con la
calidad reologica del alginato, en el entendido de que para este trabajo “calidad reolégica” representa
una mayor capacidad de los alginatos para conferir viscosidad a la solucién en que se encuentra
disuelto (en este caso el medio de cultivo). En cuanto al indice de flujo (n), indica la desviacion del
comportamiento del fluido evaluado con relacion a un fluido Newtoniano, donde n = 1. Asi, es posible
obtener valores de n < 1 el cual determina la pseudoplasticidad. Entre menor sea este valor al de la
unidad, el fluido tendra un caréacter mas pseudoplastico. EI comportamiento pseudoplastico es aquel en
donde un aumento en la velocidad de corte provoca disminucion de su viscosidad, independientemente

del tiempo. Al cesar la deformacion este tipo de fluidos recuperan su viscosidad inicial.

En la figura 9.18 se presenta la evolucién de los parametros reolégicos K y n a lo largo de las
fermentaciones bajo condiciones no diazotroficas y diazotroficas. Como se observa en la figura 9.18a,
los alginatos sintetizados en cultivos no diazotréficos, no exhibieron diferencias en cuanto a
pseudoplasticidad, alcanzando valores de n ~ 0.6 a tiempos finales de fermentacion. Respecto al indice
de consistencia, se aprecia que después de 36 horas los alginatos de la cepa silvestre confieren una
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mayor calidad reoldgica en relacion a los producidos por la cepa mutante ATCN4. Asi, al final del
cultivo (72 horas) los polimeros producidos por la cepa silvestre logran valores de K = 117 mPa*s",
que representan 1.6 veces el indice de consistencia calculado para los de la cepa ATCN4 (74 mPa*s").
En ambiente diazotréfico (figura 9.18b) se observa que independientemente de la cepa, esta condicién
de cultivo promueve la sintesis de alginatos con parametros reoldgicos de mayor magnitud comparados
con los cultivos no diazotréficos (figura 9.18a). Destaca el alginato sintetizado por la cepa ATCN4
(figura 9.16b), ya que presenta el mayor caracter pseudoplastico y la mejor calidad reoldgica, con
valores de n = 0.35 y K = 352 mPa*s", al final del cultivo.

a) Cultivos no diazotroéficos b) Cultivos diazotréficos
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Figura 9.18. Evolucién de los pardmetros reolégicos K y n de los caldos de fermentacion a lo largo del cultivo: a)
condiciones no diazotréficas: mutante ATCN4 (@,0) y cepa ATCC 9046 (H,0); b) condiciones
diazotréficas: mutante ATCN4 (A, A) y cepa silvestre ATCC 9046 (@, ).

La figura 9.18 muestra la evolucién de los parametros reoldgicos a lo largo del cultivo, cabe
mencionar que dichas propiedades dependen de factores como la concentracion de alginato y las
caracteristicas quimicas de la molécula. Con la finalidad de analizar la influencia de la concentracion
sobre las propiedades reoldgicas de los alginatos se presentan las figuras 9.19a y 9.19b. De manera
global se observa que el incremento en la concentracion del polimero promueve un comportamiento no
Newtoniano del tipo pseudoplastico cada vez mas pronunciado, indicado por la notable disminucién de
los indices de flujo para todos los alginatos evaluados. Por otro lado, también se aprecia un incremento

en la calidad reoldgica de los polimeros (K), lo cual se traduce en una mayor viscosidad en solucion.
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400 400
~ 1.0 A r10
im -~ A\Q\ n /
£ 30 E RN /
B g o \\\b //
M . & N L <
08 ; AN 08 ¢
g g 4 SO &
g 200 g 220 S %
83 sy 3
§ 063 i © %\ / L0§ 3
3 g , A\ £
% 100 2 100 S AN
3 K g K ¢747 2%
04 2 ‘ b b 0.4
. A
/
0 4.. T T = T T T T T T 0 A ’-17 Q A/ T T T T T T
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 00 05 10 15 20 25 30 35 40 45
Concentracion de alginato (g/L) Concentracion de alginato (/L)

Figura 9.19. Influencia de la concentracién de alginato sobre los pardmetros reoldgicos K y n de los caldos de fermentacion a
lo largo del cultivo: a) Condiciones no diazotréficas: mutante ATCN4 (@®,0) y cepa ATCC 9046 (M, O); b)
Condiciones diazotroéficas: mutante ATCN4 (A, A) y cepa silvestre ATCC 9046 (@, <).

Adicionalmente, en la figura 9.19 se observa que independientemente de la cepa, se necesitan
concentraciones superiores a 1 g/L de alginato producido en cultivos diazotréficos para observar
incrementos significativos en el indice de consistencia (figura 9.19b). En cambio, para los alginatos de
condiciones no diazotroficas se 3 g/L para aumentar la capacidad viscosificante (figura 9.19a).
También resulta notable que una vez iniciado el incremento en los indices de consistencia e
independientemente de las condiciones ambientales, los alginatos de la cepa ATCC 9046, confieren
mayor calidad reoldgica para una misma concentracion del polimero en relacién a los de la mutante
ATCNA4. Por ejemplo, para una concentracion de alginato de 3.5 g/L bajo condiciones no diazotréficas
se obtienen indices de consistencia de 66 mPa*s" con los alginatos de la cepa silvestre y de 30 mPa*s"
para los polimeros de la cepa mutante (9.19a). Estas diferencias confirman la influencia de otros
factores sobre las propiedades de flujo, tales como la composicién quimica (G/M), el grado de
acetilacion y peso molecular del alginato. Por ello se analiz6 en qué medida la capacidad viscosificante

se ve influenciada por cada uno de estos factores (figura 9.20).

Las figuras 9.20 a, b, ¢ y d muestran los indices de consistencia, PMP, % acetilos y relacion
G/M en funcién del tiempo de cultivo. Como ya se mencion6 anteriormente en esta condicion, el indice
K incrementa a concentraciones superiores a los ~3 g/L, las cuales se alcanzan pasadas 36 h de cultivo.
En la figura 9.20b se observa que después de los 36 h, los PMP de alginatos correspondientes a la cepa

ATCC 9046 tienden a ser constantes (~ 1400 kDa). En cuanto a la acetilacion, se alcanzan niveles de 9
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% y contintan incrementando (figura 9.20c). En cambio, la relacién G/M del alginato producido por
esta misma cepa, no presenta cambios drasticos a lo largo del cultivo (figura 9.20d). De acuerdo a los
datos expuestos, para los alginatos de la cepa silvestre es posible proponer que la concentracion (figura
9.19) aunada al cambio en el grado de acetilacién, son los principales responsables de modular el
cambio en la calidad reoldgica, siempre y cuando el alginato posea un PMP cercano a 1400 kDa y una
relacién G/M que oscile entre 2.3 y 3. Por otro lado, para los alginatos sintetizados por la cepa mutante,
el incremento en K, después de los 36 horas de cultivo y 3 g/L de alginato (figuras 9.19 y 9.20a),
coincide con un aumento en el PMP de 900 a 1600 kDa (figura 9.20b). Ademas, se observa que los
polimeros producidos por la cepa mutante se encuentran completamente deacetilados y la relacion G/M
se mantiene practicamente constante después de los 36 h (figuras 9.20c y 9.20d), por lo que podrian no
contribuir en gran medida al cambio en la calidad reoldgica. Estos hechos sugieren que para alginatos
no acetilados y con una relacion G/M cercana a 4, los PMP y la concentraciéon de alginato, son
parametros determinantes para incrementar el indice de consistencia y por ende la capacidad de

conferir viscosidad en solucion.

De acuerdo con lo discutido previamente, se requieren concentraciones superiores a 1 g/L para
observar cambios significativos en el indice K de los alginatos sintetizados bajo condiciones
diazotrdficas (figura 9.19), en términos de tiempo, estas concentraciones de alginato se alcanzan
pasadas las 12 horas de fermentacion. En el caso de la cepa silvestre, las 12 h de cultivo marcan el
inicio de tendencias casi constantes en las caracteristicas quimicas del polimero, de tal forma que la
molécula de alginato posee un PMP de aproximadamente 850 kDa (figura 9.20f), ~ 12 % de acetilacion
(figura 9.20g), Unicamente la relacion G/M incrementa de ~ 3 a 5 (figura 9.20h). Por lo que parece
probable que una vez logradas tales caracteristicas quimicas en el alginato, el cambio en la
concentracion, junto con la relacion G/M sean los factores responsables de elevar la calidad reolégica
(figura 9.19). Para la cepa mutante cultivada bajo estas mismas condiciones ambientales, se aprecia que
después de 12 h hay un marcado incremento en el PMP y relacién G/M de los alginatos. En cuanto a la
acetilacion, no se observan cambios significativos. Los anterior, sugiere que el PMP vy la relacion G/M
tienen mayor contribucién en modular los valores de K, siempre y cuando se tenga una relacion G/M
de ~1.7 (9.20f, 9.20g, 9.20h).
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9.3.2 Propiedades viscoelasticas de alginatos en solucion

El principal objetivo de esta seccion fue la generacién de informacion bésica acerca de la
capacidad gelificante de los alginatos sintetizados por las cepas ATCN4 y ATCC 9046. Para ello se
realizé un primer acercamiento mediante la evaluacion del comportamiento viscoelastico de soluciones
reconstituidas del polimero (2 %), las cuales se mezclaron con CaCl (0.7 M). Debido a que los

alginatos gelifican instantdneamente se observo la formacion de geles heterogéneos.

La figura 9.21 refleja la variacion de los modulos dindmicos (G" y G™") a lo largo de un rango
de frecuencia (0.1 y 100 rad/s) para muestras de alginato extraido a las 72 h de cultivo con las cepas
ATCN4 y ATCC 9046. Recordemos que G representa el caracter sélido de un material, en tanto que
G”” se refiere al comportamiento como fluido (Draget et al, 1994; Cardenas, 1997; LeRoux et al, 1999;
Moresi et al, 2003). Para efectos practicos los nombres de las muestras coinciden con el de la cepa de
la que provienen. EI comportamiento reolégico general fue el tipico de una solucién macromolecular
con G > G (Ferry, 1980). Debido a lo anterior, las muestras de alginato seran denominadas como
soluciones. La comparacién de las propiedades dindmicas en los extremos del rango de frecuencia (0.1
y 100 rad/s) hacen evidente una significativa dependencia de la frecuencia (Ferry, 1980; LeRoux et al,
1999).

Se determinaron diferentes zonas del espectro mecanico para las muestras atcn4 y atcc9046 de
condiciones no diazotréficas (figura 9.21a). A bajas frecuencias (0 a 10 rad/s) se observéd la zona
viscosa terminal donde G™* predomina y el comportamiento fluido prevalece. Eventualmente, aparecié
la zona de transicién, que es el punto de entrecruzamiento entre G" y G™” (Moresi et al, 2001). Para las
muestras atcn4 y atcc9046 la transicion ocurrié a los 10 y 22 rad/s, respectivamente. Posteriormente se
presentd la zona de la meseta elastica (figura 9.21a) donde se gener6 un comportamiento tipo gel, el
cual se caracteriza porque G* > G”~ (Moresi et al, 2001). De acuerdo con lo reportado por Barnes
(2000), las regiones del espectro mecénico para un sistema polimérico en particular, dependen de su
concentracion y peso molecular. En el caso de los geles atcn4 y atcc9046, los resultados indican que
no existen importantes diferencias entre los limites de cada una de las zonas del espectro, debido

posiblemente la similitud en los pesos moleculares (1500 -1600 kDa) de los alginatos correspondientes.

Los resultados de las soluciones de alginatos sintetizados bajo condiciones diazotréficas se
presentan en la figura 9.21b. La muestra atcn4 que contiene alginatos de alto peso molecular (2300
kDa), presenté la zona viscosa terminal en un rango de frecuencias entre 0y 10 rad/s, con G*” >a G’.

Posterior al punto de transicion (10 rad/s) se observo el inicio de la meseta elastica. En cambio,
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atcc9046, caracterizada como la solucién de méas bajo peso molecular de este ensayo (900 kDa),
exhibio unicamente la zona viscosa terminal y el punto de transicion se presentd al final del barrido de
frecuencia (200 rad/s). Las diferencias en las zonas del espectro determinadas para cada tipo de
solucion son congruentes con lo reportado por Barnes (2000), quién indicd que en polimeros de alto
peso molecular se generan zonas de meseta mas pronunciadas y en algunas ocasiones los puntos de

transicion aparecen a frecuencias mas bajas, tal y como ocurri6 para la muestra atcn4 (figura 9.21b).

a) Condiciones no diazotroficas b) Condiciones diazotréficas
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Figura 9.21. Espectros mecanicos, dependencia del modulo de almacenamiento (G”) y mddulo de perdida (G™") sobre la
frecuencia angular (w) de soluciones de alginato (2%): a) condiciones no diazotroficas: muestra atcn4d: G” (@),
G (O); muestra atcc9046: G” (W), G (O). b) Condiciones diazotroficas; muestra atcnd: G™ (A), G (2),
muestra atcc9046: G” (#), G ().

Otro de los objetivos planteados para esta seccidon consistié en comparar las propiedades
viscoelasticas de los alginatos con respecto a otros polimeros capaces de formar geles. Para ello se

utilizé el médulo complejo (G*) que representa la resistencia total a la deformacioén de un material
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(Cardenas, 1997; LeRoux et al, 1999). La recopilaciéon de estos datos se muestra en la tabla 9.2. Se
observa que la muestra atcc9046 obtenida de ambiente diazotrofico, a pesar de ser la menos rigida de
este ensayo (0.4 Pa), supera 2.5 veces la del alginato algal y 2 veces la fuerza de la F-actina, ésta Gltima
preparada a una concentracion de 2 %. En el caso atcn4 de cultivos diazotréficos, la fuerza es 17 y 14
veces la del alginato algal (Sigma Aldrich) y de la F-actina. Adicionalmente, se puede observar que las
muestras de proteoglicano necesitan prepararse a una concentracion de 3.7 % para lograr las valores de

G* similares a los de atcn4 de cultivos no diazotréficos (3 Pa).

Las muestras atcn4 de cultivos diazotréficos y atcc9046 de cultivos no diazotréficos, son
materiales relativamente rigidos: su valor de G* supera 40, 30 y 2 veces los del alginato algal (Sigma
Aldrich), F-actina y hialuronato respectivamente. Sin embargo, también son mas débiles que el
hialuronato, colageno, fibrina y agar, aunque hay que considerar la importante diferencia en

concentraciones para cada muestra.

Tabla 9.2. Comparacion del médulo complejo (G*) de distintos sistemas poliméricos.

Alginato algal (Sigma Aldrich) 2 0.16 Este trabajo
F-actina 2 0.21 Maruyama et al, 1974
ATCC9046 (Cultivos diazotroficos) 2 0.4 Este trabajo
ATCN4 (Cultivos no diazotroéficos) 2 Este trabajo
Proteoglicano 3.7 3 Zhu et al, 1996
ATCN4 (Cultivos diazotréficos) 2 6.4 Este trabajo
ATCC9046 (Cultivos no diazotroficos) 2 6.6 Este trabajo
Hialuronato 20 90 Zhu et al, 1994
Coléageno 3.7 150 Zhu et al, 1996
Fibrina 0.94 200 Roberts et al, 1974
Alginato algal 2 2310 LeRoux et al, 1999
Agar 2 40000 Clark et al,1983

2 Los resultados pertenecen a frecuencias angulares de 10 rad/s en todos los casos, excepto para la F-actina, donde o = 2
rad/s. No en todas las muestras corresponden a soluciones.

Un fendmeno interesante se observd al comparar los resultados de alginato que se
determinaron en este trabajo con los obtenidos previamente por LeRoux et al, (1999). Como se
muestra en la tabla 9.3, a pesar de que en ambos casos se utilizd la misma concentracion de alginato (2
%), los ultimos son, en el mejor de los casos, hasta 350 veces mas fuertes. Este hecho puede ser debido
a las diferencias en la estructura de la molécula de alginato, al método de gelificacion o incluso a la sal

utilizada en la formacién de la red (Moresi et al, 2001; Moresi et al, 2004). La principal diferencia
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radica en que las muestras analizadas por LeRoux et al, (1999) son geles preparados por difusion en
CaCl, (0.05 M) durante 1.5 h a temperatura ambiente, en tanto que los alginatos de este trabajo son
soluciones al 2 % mezcladas con CaCl, (0.7 M) durante 10 minutos, a pesar de la formacion de un gel
heterogéneo, el andlisis de viscoelasticidad determiné que las muestras se comportaron

preferencialmente como soluciones.

PN 67
Caracterizacion cinética, quimica y reoldgica.

L 4




Resultados

Capitulo IV

9.4 Analisis tecnoldgico de los alginatos sintetizados por las cepas
ATCC 9046 y ATCN4

En la tabla 9.3 se presentan las principales propiedades funcionales, caracteristicas quimicas y
de produccion de los alginatos sintetizados por las cepas ATCN4 y ATCC 9046 en las condiciones de
cultivo planteadas para este trabajo. También, se muestran los mismos pardmetros para algunos

alginatos algales comerciales provenientes de M. pyrifera.

En términos de funcionalidad, se observa que en general los polimeros bacterianos superan por
mucho la capacidad viscosificante y gelificante de los algales. En el mejor de los casos la calidad
reologica de los alginatos producidos por la cepa ATCN4 es 39 veces superior, comparada los
alginatos algales de bajo peso molecular. Los mddulos complejos de alginatos algales pueden ser hasta
40 veces mas bajos en relacion a los de los polimeros bacterianos, sugiriendo que estos tltimos forman

soluciones mas rigidas.

La tabla 9.3 también muestra los resultados de PMP e IP de para los alginatos algales y
bacterianos. Es claro, que los PMP de los polimeros bacterianos son hasta 6 veces mas altos respecto a
los algales (alginato de la cepa ATCN4 a condiciones diazotréficas vs alginato algal de bajo peso
molecular). En lo que respecta al IP de alginatos bacterianos se observan rangos amplios y mas altos
comparados con los algales. A pesar de esto, los polimeros bacterianos presentan la ventaja de tener un
IP definido en funcion del tiempo de cultivo en que sea cosechado. Por otra parte, en términos de
acetilacion se confirm6 que a pesar de no estar acetilados, los polimeros bacterianos pueden
proporcionar mejores caracteristicas funcionales en relacién a los algales. En cuanto a la relacion G/M,
nuevamente se observan marcadas diferencias entre alginatos algales y bacterianos. Asi, la relacion

G/M de estos Ultimos supera hasta 7 veces la de polimeros algales.

Respecto a los pardmetros de produccidn, no existen diferencias significativas entre ambas
cepas cultivadas en ambiente no diazotréfico (tabla 9.3). De manera opuesta, bajo condiciones
diazotrdficas la concentracion y la produccion especifica de alginato de la mutante ATCN4 representan
1.6 veces las obtenidas por la cepa silvestre. Como ya se ha mencionado anteriormente, destaca el
consumo de la fuente de carbono de la cepa mutante dado que metaboliza 35 % menos sacarosa que la

cepa ATCC 9046, desarrollada en el mismo ambiente (condiciones diazotroficas).
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Tabla 9.3. Parametros de produccion de alginato y caracteristicas quimicas de los alginatos sintetizados por la cepa silvestre ATCC 9046 y la cepa

L 4

Resultados

mutante ATCN4.

ATCC 9046

Funcionalidad

Caracteristicas Quimicas

Produccion

No 117 | 66 |1440+4193 | 25-52 | 13342 | 3404 | 37+025 | 45405 | 144+08

Diazotroéficas

ATCNA 74 3 | 15874192 | 25-64 0 46404 | 43+012 | 39+03 | 11.8+15

ATCC 9046 o 236 | 04 | 900+48 | 48-57 | 12404 | 46+06 | 1.8+02 |265+002| 108+13
Diazotroficas

ATCN4 352 | 6.4 |2300+300| 38-43 | 46+031 | 26+05 | 2.85+0.12 | 45+0.34 7+1

Macrocystis pyrifera 9% 016 0

(Bajo peso molecular)* Comercial ' 402 NA NA NA

15-3 0.63-1.7
Macrocystis pyrifera
(Peso molecular medio)* 13% 1 626 0 NA NA NA

*NA: No aplica
%Soluciones reconstituidas a concentracion de 4 g/L, tomando como base la concentracion mas alta de alginatos bacterianos obtenida bajo condiciones no

diazotroficas con la cepa mutante ATCN4.
¢ Alginatos algales de Sigma — Aldrich.
® Geles preparados con soluciones de alginato al 2 %.
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En los resultados de la tabla 9.3 se presentd solo un ejemplo del potencial que ofrecen los
alginatos bacterianos sobre los algales. Se demostro que es posible sintetizar alginatos bacterianos con
propiedades cualitativas Unicas y superiores a los productos comerciales. En teoria, por sus
caracteristicas gquimicas, los polimeros bacterianos podrian destinarse a industrias farmacéuticas o
biotecnologicas, e incluso abrir nuevos mercados a precios relativamente altos. Existen diversos
avances experimentales para emplearlos como fibra dietética, capsulas para liberacion prolongada de
drogas e incluso como inmunoestimulante (Brownlee et al, 2005; Sriamomsak y Sungthongjeen, 2007;
Draget y Taylor, 2011). Hasta ahora, se ha mencionado que no existe un proceso de produccion
competitivo para este tipo de polimeros, sin embargo, la empresa Dextra del Reino unido, comercializa
polimeros no puros de A.vinelandii. Los precios de sus productos oscilan en los $1400 pesos/g de
alginato.
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10. DISCUSION

De acuerdo a la teoria quimiosmética de Mitchell (1961), los organismos aerobios adquieren la
mayor parte de la energia al establecer un gradiente de protones a través de la membrana celular lo que
les permite sintetizar ATP. Este proceso es realizado por una bomba de H*, que se acopla a la cadena
respiratoria y a la enzima H*-ATP sintetasa. Sin embargo, Unemoto et al (1977) descubrieron que la
bacteria marina V. alginolyticus posee una bomba de sodio directamente acoplada a la cadena
respiratoria. Ademas, demostraron que la NADH oxidasa de esta bacteria se estimula especificamente
por sodio y que la dependencia de este i6n en la oxidacion del NADH no se asocia a una regulacion
alostérica de la enzima NADH:quinona oxidoreductasa sino mas bien al acoplamiento de esta con una

transferencia transmembranal de Na* (Unemoto et al 1977, Tokuda y Unemoto, 1984).

En 1995, fue secuenciado el operén que codifica para la NADH: quinona oxidoreductasa
translocadora de sodio (Na’-NQR) en V. alginolyticus. Se encontré que la enzima consiste de seis
subunidades (NgrA-F) correspondientes al producto de 6 genes del operén ngr (Rich et al, 1995 y
Hayashi et al, 1995; Nakayama et al, 1998). Posteriormente, el operdn se identificd en diferentes
microorganismos marinos y algunos patégenos, entre ellos P. aeruginosa (Page, 1991; Verkhovsky y
Bogachev, 2010).

Actualmente se sabe que el NADH puede ser oxidado en la cadena respiratoria de las bacterias
via diferentes NADH: quinonas oxidoreductasas: NADH-1, NADH-2 (enzimas translocadoras de H") y
las Na*-NQR, una tercera clase de enzimas oxidoreductasas originadas independientemente de las otras
dos. Esta ultima, acopla la oxidacion exergénica del NADH con la ubiquinona al trasporte de iones
sodio del citoplasma al espacio peripldsmico (Skulachev, 1989, Hise y Barquera, 2001).
Recientemente se demostrd que en la cadena respiratoria de muchas bacterias, la Na*-NQR funciona
junto o en lugar de la NDH-1 (Verkhovsky y Bogachev, 2010), ambas enzimas son capaces de oxidar
NADH, asi como a su analogo, el AINADH (Bertsova y Bogachev, 2004; Verkhovsky y Bogachev,
2010; Nuafiez et al, 2009). No obstante, se desconoce cual es la ventaja de que algunos
microorganismos utilicen la Na*-NQR ya que su eficiencia energética es 2 veces mas baja respecto a la
enzima NDH-1(Verkhovsky y Bogachev, 2010).

Debido a que la mayoria de los microorganismos que poseen una bomba de sodio tienden a
desarrollarse en ambientes de alta salinidad, se ha considerado que la principal funcion de la Na*-NQR
es la de mantener un gradiente de sodio alto en la membrana bacteriana. Sin embargo, recientemente la
enzima Na'-NQR también ha sido identificada en microorganismos que habitan en ambientes con bajas
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concentraciones de este i6n, como en el caso de A. vinelandii (Fadeeva et al, 2008; Nufiez et al, 2009).
Otra posible explicacion que se ha generado respecto al rol metabélico de la Na*-NQR, es que participe
directamente en el denominado ciclo del sodio. En este sentido, el potencial transmembranal de sodio
formado por la enzima podria ser utilizado por las células para la rotacion flagelar, transporte de

sustratos y sintesis de ATP (Hase y Mekalanos, 1999; Hase y Barquera, 2001).

Mutacidn del gen ngrE en A. vinelandii (cepa ATCN4)

La cepa ATCN4 de A. vinelandii lleva una mutacién en el gen ngrE (nqrE::Tn5), el cual
codifica para una de las subunidades de la NADH:Ubiquinona oxidoreductasa translocadora de sodio.
El blogueo de este gen en la cepa ATCN4 inhibe la actividad de la enzima Na'-NQR, provocando la
ausencia del gradiente transmembranal de sodio (Nufiez et al, 2009). Se sabe, que la subunidad NgrE
junto con la NgrD son homologas y aparentemente se originaron de una proteina ancestral por un
proceso de duplicacion. A pesar de su homologia, estas subunidades poseen orientacion opuesta en la
membrana, debido a una redistribucion selectiva de aminoécidos cargados positivamente entre los
fragmentos polares que flanquean los extremos transmembranales. Se ha sugerido que debido a sus
topologias opuestas, NqrE y NgrD forman un complejo cuasisimétrico inusual a través de la membrana
interna, la cual podria tener implicaciones interesantes en el transporte de iones (Verkhovsky y
Bogachev, 2010). También, es notable que las subunidades posean un par de residuos de cisteina
estrictamente conservados. Se ha demostrado que estas cisteinas son necesarias para el correcto
plegamiento y/o estabilidad del complejo Na’-NQR. Adicionalmente, estudios recientes de
mutagénesis revelaron que NgrD y NgrE contienen varios aminoacidos polares necesarios para que el
Na" estimule la actividad de Na*-NQR (Verkhovsky y Bogachev, 2010).

Nufez et al (2009) fueron los primeros en dar evidencia acerca de la presencia de una bomba
de sodio en A. vinelandii. A pesar de que esta bacteria no tiende a desarrollarse bajo condiciones de
alta salinidad, resulta interesante el hecho de que posee la afinidad mas alta reportada hasta ahora para
iones Na*, con una Km ~ 0.1 Mm, en comparacion a V. harvey, bacteria marina que presenta una Km ~

2 - 3 mM y Klebsiella pneumoniae con una Km ~ 0.67 (Bogachev et al, 2001, Fadeeva et al, 2008).
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Caracterizacion cinética de la cepa mutante ATCN4

Se sabe que las mutaciones en el operdn ngr originan fenotipos inesperados. Por ejemplo, en V.
cholerae el bloqueo de Na'-NQR induce la sintesis de factores de virulencia (Hase y Mekalanos,
1999), mientras que en A. vinelandii genera una sobreproduccion de alginato (NUfiez et al, 2009). Sin
embargo, la sobreproduccion del polimero no es la Unica caracteristica fenotipica de esta mutante. En
el presente trabajo se generd informacion que demuestra el impacto de la mutacion ngrE en el
metabolismo de este microorganismo, en las caracteristicas quimicas de los alginatos que se sintetizan,

asi como del impacto sobre las propiedades funcionales de los polimeros obtenidos.

Crecimiento celular. El crecimiento celular se determind mediante diferentes ensayos entre
los que se encuentran los gravimétricos (peso seco). Sin embargo, debido a la acumulacion de
polimeros intracelulares (como el PHB), se decidié cuantificar el crecimiento en relacién al contenido
de proteina utilizando el método de Lowry. En cualquiera de las condiciones ambientales, la cepa
mutante ATCN4 presentd una mayor sintesis de biomasa en comparacion a la cepa silvestre (figura
9.7), sugiriendo que la falta en la actividad de la enzima Na'-NQR impacta positivamente el
crecimiento celular. Como se menciond en parrafos anteriores, la enzima Na*-NQR acopla la oxidacion
del NADH con el transporte de iones sodio del citoplasma al espacio periplasmico (Skulachev, 1989,
Hése y Barquera, 2001), de forma que la enzima participa tanto en un proceso iénico como en uno
energético. Asi, la mutacién en la cepa ATCN4 provocaria una acumulacion interna del sodio que no

es translocado e incluso posiblemente de poder reductor (figura 2.4).

Es probable que el mayor crecimiento celular de la mutante esté relacionado con un cambio
idnico en el citoplasma, ya que trabajos como el de Page (1986) demostraron que el crecimiento de
cepas de A. chrococcum (mas tarde re-nombradas A. salinestris por Page, 1991) es dependiente o
estimulado por la presencia de iones como sodio, litio y magnesio. Sin embargo, no se elucidé cdmo es
que el sodio u otros iones se conectan con el metabolismo celular para favorecer el crecimiento celular.
En este sentido, trabajos previos al de Page (1991) en donde se evalud el papel del Na" y el K™ en el
transporte y metabolismo de A. vinelandii (Postma et al, 1973; Viser y Postma, 1973), revelaron que en
esta bacteria, la presencia de sodio y potasio estimulan la oxidacién de algunos intermediarios del ciclo
de Krebs. Asi mismo, propusieron que el K* es necesario intracelularmente para compensar la carga
eléctrica de los intermediarios del ciclo de Krebs y otros aniones que se acumulan dentro de la célula.
Finalmente, los autores proponen la existencia de una bomba de K" ligada a la generacién de energia
en A. vinelandii. No obstante, sus datos no son suficientes para determinar el mecanismo principal de

este fendmeno. Es probable que las investigaciones de Postma et al (1973) no solo sean uno de los
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primeros antecedentes que revelen la importancia de los iones en el metabolismo de A. vinelandii, sino

de la presencia de una bomba de iones asociada a un proceso energético.

Cabe mencionar que en otros organismos como Escherichia coli se ha encontrado que la
estimulacion en la oxidacion es paralela a un incremento en el consumo de K*, sugiriendo la
importancia de este i6n al interior de la célula (Miller et al, 1964). De manera contraria, los resultados
de Weiden et al (1967) permiten concluir que para el transporte de fosfato, este ion actua
principalmente de manera extracelular. Por su parte, Frank y Hopkins (1969) reportaron que el
transporte de glutamato en E. coli se estimula por la presencia de Na*. Pese a los numerosos estudios
realizados en este tema, actualmente no se ha concluido si los iones actlan intracelularmente
estimulando la actividad de una o més enzimas conectadas con el metabolismo o si méas bien se

estimula el transporte de sustratos (Postma et al, 1973).

En otro sentido, Swan et al (1991) evaluaron el crecimiento celular de bacterias marinas
cultivadas a diferentes concentraciones de NaCl. Dichas bacterias se clasificaron previamente como
poseedoras 0 no poseedoras de una bomba primaria de Na*. Los autores, determinaron que de 27 cepas
que poseen el complejo Na*-NQR, 22 de ellas requieren NaCl (> 0.5 %) para su crecimiento. Por su
parte, Unemoto et al (1993) utilizando un analogo de un aminoécido no metabolizable, analizaron el
efecto del Na* en el consumo de aminoécidos para bacterias moderadamente haléfilas. Encontraron que
de 8 cepas investigadas, 6 bacterias Gram-negativas que poseen la enzima Na’-NQR, requieren
especificamente Na" para el consumo de aminoacidos. De lo anterior se puede deducir que en ambos
casos existe una correlacion entre la presencia de la enzima Na*-NQR con el crecimiento y con el

consumo de aminoacidos.

Acumulacion de PHB. Mediante el ensayo de Law y Slepecky (1961) aunado a una técnica
cromatografica, se cuantificd el porcentaje de acumulacion de PHB. Se observé que bajo condiciones
de cultivo no diazotréficas, no existe diferencia en el porcentaje maximo de PHB acumulado entre la
cepa ATCN4 y la cepa ATCC 9046. Por el contrario, los experimentos en condiciones diazotréficas
permitieron a la cepa mutante acumular 17 % méas PHB que la cepa silvestre. Para ambas condiciones
ambientales, el PHB acumulado en la mutante ATCN4 incrementa durante la fase exponencial de
crecimiento, mientras que en la cepa silvestre el PHB permanece practicamente constante a lo largo del

cultivo.

En A. vinelandii, la sintesis del PHB se controla postranscripcionalmente a nivel de la actividad

de la enzima p-cetotiolasa, la cual cataliza el primer paso en la sintesis de PHB. La limitacion de
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oxigeno es una de las condiciones que desencadenan la sintesis de este polimero. Cuando no existe
dicha limitacion, el acetil CoA es alimentado al ciclo de Krebs, resultando en que la CoA inhibe la
actividad de la g-cetotiolasa. Bajo condiciones de limitacion de oxigeno y en presencia de un exceso de
la fuente de carbono, el nivel de NAD(P)H incrementa, consecuentemente se inhiben las enzimas
citrato sintasa e isocitrato deshidrogenasa, elevando los niveles de acetyl-CoA y disminuyendo los de
CoA. De esta forma se contiende con la inhibicion de la g-cetotiolasa, lo cual permite la sintesis de
PHB (Page y Knosp, 1989; Anderson y Dawes, 1990; Peralta-Gil et al, 2002).

Comuanmente se ha encontrado que el PHB comienza a sintetizarse hacia el final de la fase
exponencial (Brivonese y Sutherland, 1989; Senior et al, 1972) o durante la fase estacionaria cuando
ocurre el agotamiento de alglin nutriente esencial, en presencia de un exceso de la fuente de carbono
(Anderson y Dawes, 1990). Sin embargo, el trabajo de Page y Knosp (1989) demostrd la posibilidad de
un comportamiento diferente en la sintesis de PHB. Estos autores aislaron la cepa UWD, una mutante
de A. vinelandii afectada en la cadena respiratoria, especificamente en una NADH oxidasa, capaz de
producir PHB durante la fase exponencial de crecimiento. En este trabajo los autores encontraron que
después de 24 horas de cultivo, el polimero representé alrededor del 70 % del peso seco. A la par, los
autores examinaron las enzimas involucradas en de la sintesis de PHB, determinando una deficiencia
en la actividad de la enzima citrato sintasa. Lo anterior, permitio a los autores plantear la posibilidad de
que la mutaciéon en la NADH oxidasa promoviera un incremento en la concentracion de NADH,
provocando asi la inhibicién de la enzima, uno de los requisitos necesarios para iniciar la sintesis de
PHB. Esto apoya en parte a la hipotesis planteada al inicio de la descripcion de resultados, donde se
propuso la acumulacion de PHB debido al bloqueo en el funcionamiento del complejo Na*-NQR. De
acuerdo a lo anterior, es posible proponer que mutaciones en la cadena respiratoria de A. vinelandii,
como en el caso de las cepas ATCN4 y UWD, afectan el metabolismo oxidativo provocando un
incremento en el poder reductor que promueve la acumulacién de PHB durante la fase exponencial de

crecimiento.

Otro aspecto interesante, es el elevado porcentaje de PHB observado a las primeras horas de
cultivo con la cepa silvestre bajo las condiciones de cultivo evaluadas (figura 9.8). Como ya se ha
mencionado, la acumulacién de PHB se origina como respuesta a una limitacion nutricional y en
presencia de un exceso de la fuente de carbono. También, es sabido que A. vinelandii presenta una alta
actividad respiratoria (Dalton y Postgate, 1968; Oelze, 2000; Bertsova et al, 2001) ocasionando
limitaciones de oxigeno desde etapas tempranas del cultivo (Diaz-Barrera et al, 2007). Lo anterior,

podria explicar los altos niveles en la acumulacién de PHB durante las primeras horas de fermentacion
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diazotrofica y no diazotréfica con la cepa ATCC 9046, debido posiblemente a una baja transferencia de
oxigeno en el matraz. Ademas, sustenta la hip6tesis de menor actividad respiratoria en la cepa mutante
ATCNA4. Al tener disminuida la respiracion, las células agotarian gradualmente el oxigeno disuelto,

dando como resultado el incremento gradual observado en los niveles de PHB (figura 9.8).

Sintesis de Alginato. El alginato producido en las diferentes condiciones ambientales por las
cepas evaluadas se extrajo y cuantificd por la técnica de peso seco. Los resultados demostraron que no
hubo mejoras en la produccion por unidad celular de la cepa ATCN4 cuando se cultivé bajo
condiciones no diazotréficas (figura 9.10a). Mientras que el ambiente diazotréfico permitié un notable
incremento (~ 1.6 veces) en la produccion del polimero por parte de la cepa ATCN4 (figura 9.10b) en
comparacion a los sintetizados por la cepa ATCC 9046. Recientemente se observé que la ausencia de
la actividad en la enzima Na'-NQR en A. vinelandii, cultivada en medio sdlido y bajo condiciones
diazotroficas, resulta en un incremento en la produccién de alginato (Nufiez et al, 2009), atribuyendo
dicho incremento a una posible regulacion negativa. Es decir, que la ausencia del gradiente
transmembranal de sodio puede ser una sefial que desencadene la produccion del polimero. Ademas, se
propone que la regulacion en la sintesis del alginato por la enzima Na'-NQR, es similar a la regulacion
de los factores de virulencia en V. cholerae, los cuales son positivamente controlados por la proteina
ToxT. TcpP y TcpH son proteinas internas de membrana que controlan la transcripcion de toxT. El
trabajo de Hase y Mekalanos, (1999) ha sugerido que el complejo Na*-NQR juega un rol importante en
la respuesta de la expresion de factores de virulencia ante cambios en la concentracion de Na*. De
modo que elevados niveles de este i6n en el medio de cultivo disminuyen la habilidad de TcpP/H para
activar toxT. Por el contrario, la pérdida en la actividad de la enzima Na'-NQR causa un incremento en
la actividad de toxT, debido a que el efecto de este complejo es el de bombear Na* fuera del

citoplasma.

En A. vinelandii, el producto del gen algU que codifica para un factor sigma alternativo, es el
responsable de iniciar la transcripcion de algD, cuyo producto enzimatico es clave en la biosintesis del
alginato. Los genes alg8, alg44, algK y algJ que se localizan inmediatamente abajo de algD estan
organizados en una unidad transcripcional (el operdn alg) sus productos participan en la polimerizacion
y secrecion del alginato. Se sabe que la transcripcion de alg puede ser inducida mediante condiciones
ambientales como la deshidratacion, limitacion de nitrégeno y limitacion de fosforo (Terry et al, 1990;
Rehm y Valla, 1997). Ademas, estudios previos realizados por Berry et al (1989) demostraron que una
alta osmolaridad en el medio de cultivo aumenta la trascripcion del gen algD de una cepa mucoide de

P. aeruginosa, lo que permitié incrementar la sintesis de alginato en un ambiente altamente salino. Este
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hecho, permite plantear la posibilidad de que en la cepa ATCN4 cultivada bajo condiciones
diazotrdficas, detecte los cambios osmaticos asociados a la falta en la actividad en la Na™-NQR y

desencadenen sefiales que ejerzan un efecto positivo en la sintesis de alginato.

Consumo de fuente de carbono. Los resultados de consumo de fuente de carbono se
obtuvieron mediante la determinacion de azlcares reductores. Los datos de los experimentos muestran
gue en ambas condiciones de cultivo, la cepa mutante incorpora a su metabolismo una menor
concentracién de sacarosa en comparacion a la cepa silvestre. La cepa silvestre, consume mas del 50 %
de la fuente carbonada suministrada al medio (figura 9.11) en ambas condiciones de cultivo. Cabe
mencionar que bajo condiciones diazotroficas, la mutante metaboliza Gnicamente 7 g/L de sacarosa, lo
cual representa tnicamente el 35 % del azlcar total. Lo anterior resulta ain mas interesante cuando se
analizan los flujos de carbono, dado que como se observa en la figura 9.12b, la cepa mutante ATCN4,
incorpora una menor cantidad de fuente carbonada y es capaz de metabolizarla eficientemente, de
manera que presenta rendimientos superiores de biomasa, PHB, y sobre todo alginato con base a
sacarosa, en relacion a la cepa ATCC 9046. Respecto a las condiciones de cultivo no diazotroéficas se
observan también rendimientos superiores para la cepa mutante (figura 9.12a), no obstante para este
caso, la cepa ATCN4 consume practicamente el doble (~ 12 g/L) que cuando se cultiva bajo
condiciones diazotroficas. Los resultados indican que existe una relacion entre la mutacion y el uso
eficiente de la fuente de carbono; lo cual es de gran importancia debido a que la alta actividad
respiratoria que caracteriza a A. vinelandii (Dalton y Postgate, 1968; Oelze, 2000; Bertsova et al, 2001)
provoca que una gran parte de la fuente de carbono que consume la bacteria se convierta
principalmente a CO,, un proceso energéticamente futil cuando se trata de producir alginato. Este rasgo
se acentlia ain mas cuando la bacteria fija nitrogeno e inicia la respiracion desacoplada para proteger a

su sistema nitrogenasa (Jarman et al, 1978).

Considerando a la gs como una manera indirecta de evaluar la capacidad oxidativa celular, los
datos demuestran que los valores de gs calculados para las condiciones diazotréficas (0.38 gsac/gceleh
para la cepa ATCN4 y 0.48 gsac/gceleh para la cepa ATCC 9046) son mas altos respecto a los de
condiciones no diazotroficas (0.12 gsac/gceleh para la cepa ATCN4 y 0.2 gsac/gceleh para la cepa
ATCC 9046), sugiriendo una alta actividad respiratoria tipica del ambiente diazotrofico. La
comparacion puntual en cada una de las condiciones ambientales demostré que ATCN4 posee valores
de gs mas bajos comparados con los de la cepa ATCC 9046, sustentando la hipétesis de que la
mutacion en ngrE impacta de manera negativa en la cadena respiratoria de A. vinelandii, al provocar

una baja actividad oxidativa celular comparada con la cepa ATCC 9046.
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Los resultados de consumo de sacarosa resumen el efecto general que ejerce la mutacion en el
metabolismo de A. vinelandii, debido posiblemente a que una acumulacién intracelular de Na®,
favorezca reacciones enzimaticas de algunas rutas metabdlicas centrales, como en el ciclo de Krebs.
Asi mismo, la probable baja actividad respiratoria en ATCN4, podria generar acumulacion de poder
reductor, impactando en la sintesis de PHB y promoviendo una menor capacidad oxidativa de la

bacteria, asociada a la fuente de carbono.

Caracterizacion quimica de los alginatos sintetizados por la cepa ATCN4.

En este trabajo, también se evallo el efecto de la mutacion en la cepa ATCN4 sobre las

caracteristicas quimicas de los alginatos producidos en las condiciones planteadas para esta tesis.

Grado de acetilacion. La determinacion del grado de acetilacion demostr6 que los polimeros
provenientes de cultivos no diazotroficos con la cepa mutante se encuentran completamente
deacetilados y en el caso de los alginatos extraidos de cultivos diazotréficos se observé un menor grado
de acetilacion en comparacion a la cepa silvestre (figura 9.13).

La acetilacién del polimero ocurre en el espacio periplasmico por la accién de la enzima
acetilasa, utilizando acetil-CoA como la fuente de grupos acetilos (Leitao et al, 1992; Leitao y Sa-
Correia, 1993; Vazquez et al, 1999). Por lo tanto, los diferentes grados de acetilacion podrian ser un
reflejo de la disponibilidad de acetil-CoA, que a su vez estaria regulada por diferentes rutas
metabdlicas que se encuentran activas en la célula como resultado de las condiciones ambientales
como la aireacion y el pH (Pefia et al, 2006). En este sentido, se sabe que la adicién de una fuente
nitrogenada organica al medio de cultivo ahorra la necesidad de fijar nitrégeno, provocando una
disminucién en la actividad respiratoria, redistribuyendo la fuente de carbono y la forma en la cual
emplea el acetil-CoA. Como se observa en la figura 9.13, esta hip6tesis resulta probable Unicamente
para los polimeros de la mutante, sugiriendo que la condicion ambiental impuesta por la presencia de
extracto de levadura, canaliza la disponibilidad de acetil-CoA para incrementar el crecimiento celular

(figura 9.7) en detrimento de la acetilacion del alginato.

Peso molecular promedio: EI PMP de los alginatos producidos por la cepa mutante bajo
condiciones no diazotroficas, exhibié un comportamiento similar a los de la cepa silvestre (9.14a). En
cambio, para las condiciones diazotréficas se observa un notable incremento respecto a la cepa

silvestre, ain cuando después de 36 horas de fermentacion se degrada el alginato posiblemente como
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resultado de la actividad de la enzima alginato liasa (9.14b). En A. vinelandii las enzimas Alg8
(codificado por alg8) y Alg44 (codificado por alg44) son subunidades cataliticas del complejo
polimerasa (Remminghorst y Rehm, 2006), mientras que la alginato liasa (codificada por algL) cataliza
la degradacién del polimero producido por las bacterias, funcionando como enzima de edicion que
controla la longitud y peso molecular del alginato (Diaz-Barrera et al, 2007). Como lo reflejan los
resultados, la polimerizacion del alginato depende de las condiciones ambientales en el medio de
cultivo. En diferentes estudios se ha reportado que para P. aeruginosa la expresion de genes claves en
la produccioén del alginato, como alg8 (Remminghorst y Rehm 2006), algA, algC, algD, asi como la
actividad de las enzimas de la ruta de biosintesis de alginato son influenciadas por las condiciones
ambientales y por el nivel del oxigeno disuelto en el medio de cultivo (Leitdo y Corriea 1997). Como
se observa, los alginatos de la cepa mutante ATCN4 presentan cambios marcados en sus PMP cuando
se cultivan en ambiente diazotroficos. Sugiriendo que la falta en la actividad de Na*-NQR impacta en

el proceso de polimerizacion Unicamente bajo estas condiciones de cultivo.

Otra posible explicacién a los altos pesos moleculares se basa en que los grupos acetilo
funcionan como un impedimento estérico que protege a la molécula de la accion de enzimas como las
liasas y las epimerasas. Es posible que el alginato de la mutante ATCN4 cultivada bajo condiciones
diazotrdficas, al estar menos acetilado que el de la cepa silvestre, se encuentre mas expuesto al corte de
las liasas, esto explicaria la caida del PMP hacia el final del cultivo, contrario a lo observado con el
alginato producido por la cepa ATCC 9046, que presenta un peso molecular practicamente constante a

lo largo de todo el cultivo.

Por otro lado, se sabe que en los alginatos algales comerciales los valores de IP son
generalmente mas bajos (1.5 a 3) comparados con algunas muestras de alginatos bacterianos
preparadas en el laboratorio (2 a 6). Esto se debe a que en los polimeros algales el IP es dependiente
del proceso de extraccion y de produccion de las sales de alginato. La precipitacion, solubilizacion,
filtracion, lavado, purificacion u otros procedimientos de separacién suelen causar degradacion de las
fracciones de alto peso molecular (Moe et al, 1995). Como se observa en la figura 9.14, los valores de
IP de los alginatos sintetizados por las cepas ATCN4 y ATCC 9046, bajo cualquiera de las condiciones
de cultivo evaluadas (2.5 a 6.4), son mas altos comparados los reportados para alginatos algales
comerciales. Sin embargo, los polimeros bacterianos presentan la ventaja de no ser dependientes del
método de extraccion o procesamiento, pudiendo obtener IP especificos en funcién del tiempo de

cultivo en que sean cosechados.
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Relacion G/M: EI contenido relativo de acidos G y M determinado por la relacién (G/M) se
evalud con ensayos colorimétricos (Haug y Larsen, 1962; Blumenkrantz y Asboe — Hansen, 1973). Se
observd que en los cultivos diazotréficos, la relacion G/M de los alginatos producidos por la cepa
ATCN4 incrementa de 1.3 a 4.3 (figura 9.16a), mientras el alginato de la cepa ATCC 9046 mantiene
valores de G/M préacticamente constantes (~2.8). Para las condiciones diazotroficas se presenta el
comportamiento opuesto en los polimeros de cada una de las cepas (figura 9,16b). Los resultados
demuestran que las diferencias en la relaciéon G/M (al igual que en el proceso de polimerizacion) se
encuentran en funcion del ambiente impuesto por la condicion de fijacion o no fijacion de nitrogeno,

ademas de los cambios intracelulares debidos a la mutacion en la cepa ATCN4 (figura 9.16).

Trabajos previos han evaluado la relacién G/M para alginatos producidos por distintas cepas de
A. vinelandii (Sutherland, 1994; Clementii, 1997, Sabra et al, 2000, Pefia et al, 2006), habiéndose
observado valores de entre 0.2 y 1.3. En cuanto a los alginatos de algunas especies de Pseudomonas, se
han encontrado valores de G/M de entre 0.05 y 0.6, como maximo (Sutherland, 1994; Clementi, 1997).
A pesar de que en los alginatos algales la composicion y distribucion de blogues monoméricos varian
en funcion de la estacionalidad y condiciones de cultivo (Clementi, 1997), pueden ser referidos como
alginatos de alto contenido de &cido M o alto contenido de &cido G (Moe et al, 1995). Especies como
M. pyrifera, L. japonica y A. nodosum se consideran productoras de alginatos con alto contenido de
acido M, en ellas se ha calculado una relacion G/M de ~ 0.7 (Sutherland, 1994; Moe et al, 1995;
Clementi, 1997). Los polimeros comerciales con alto contenido de &cido G sintetizados principalmente
por L. hyperborea, presentaron valores de relacion G/M de entre 2 y 3 (Sutherland, 1994; Moe et al,
1995; Clementi, 1997).

De acuerdo a lo anterior expuesto, la relacion G/M de los alginatos sintetizados por las cepas
ATCN4 y ATCC 9046, es superior en comparacion a los previamente reportados para otras cepas de A.
vinelandii y algunas bacterias del género Pseudomonas (Sutherland, 1991; Sutherland, 1994;
Clementii, 1997). Sin embargo, estos valores son consistentes con los obtenidos para alginatos algales
de especies como Laminaria hyperborea, sugiriendo un alto contenido de &cido G independientemente

de la cepa y las condiciones de cultivo.

Es ampliamente conocido que los alginatos bacterianos se encuentran acetilados en los
residuos 2 y/o 3 del acido M (Skjak-Braek et al, 1985; Rhem y Valla, 1997; Gacesa, 1998). Los grupos
acetilo presentes en los alginatos previenen la epimerizacion de las unidades de acido M en acido G.
Asi, la acetilasa controla indirectamente la actividad de las diferentes epimerasas de A. vinelandii

(Sutherland, 1994; Rhem y Valla, 1997). Basados en lo anterior, estructuralmente se ha encontrado que
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un contenido de acetilos superior al 22 % es tipico para alginatos que con mas de un 55 % de residuos
de acido M, mientras que polimeros con menos del 8 % de acetilos consisten principalmente de acido
G (Loginov et al, 2011). Lo anterior, sustenta los resultados de un alto contenido de acido G en los
polimeros analizados, dado que el grado de acetilacion de la cepa silvestre es de alrededor del 12 % y

el de la cepa mutante oscila entre 0 y 4 %, dependiendo de las condiciones ambientales.

Estos resultados son interesantes desde un punto de vista funcional ya que dependiendo de la
condicion de cultivo impuesta durante la sintesis de alginatos es posible modificar el grado de
acetilacion y como consecuencia la composicion monomeérica del polimero, para producir alginatos con
un alto contenido de &cido G, capaces de formar geles en presencia de iones divalentes, principalmente
calcio (Sabra et al, 2001). En general, alginatos con una alta relacion G/M, producen geles brillantes y
fuertes, haciéndolos adecuados para la encapsulacion en aplicaciones biomédicas. Mientras que los
alginatos con una baja relacion G/M tienden a formar geles suaves y elasticos, deseables para

productos alimenticios, farmacéuticos o cosméticos (Murillo-Alvarez y Hernandez-Carmona, 2007).

Caracterizacion reologica de caldos de fermentacion y geles de los alginatos

sintetizados por la cepa ATCN4

Se sabe que el estudio del complejo Na'-NQR es importante desde el punto de vista médico, ya
que se encuentra ampliamente distribuida entre microorganismos patdgenos se ha considerado la
posibilidad de utilizarlo como blanco en el tratamiento o prevencidon de enfermedades infecciosas
(Verkhovsky y Bogachev, 2010), sobre todo después de demostrar el papel que desempefia en la
induccion de factores de virulencia en V. cholerae (Hase y Mekalanos, 1999). En lo que se refiere a A.
vinelandii, los resultados previos reportados por Nifiez et al (2009) junto con los de este trabajo,
revelan que la enzima Na'-NQR desempefia un papel muy importante en la fisiologia de esta bacteria,
participando en procesos bioenergéticos dependientes del transporte de Na’. Como se sefiald en
péarrafos anteriores, la falta de su actividad en la cepa ATCN4 promueve el uso eficiente de la fuente de
carbono, asi como caracteristicas peculiares en la quimica del alginato que sintetiza. Tales
caracteristicas podrian impactar de manera particular en la funcionalidad del polimero, haciéndolo
atractivo para diversas aplicaciones biotecnoldgicas, sobre todo por el hecho de que, a diferencia de los
algales, las condiciones de cultivo y proceso de extraccion de los alginatos bacterianos se pueden

controlar, de manera que es posible conocer el tipo de alginato que se obtiene a determinado tiempo de
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fermentacion bajo las condiciones de cultivo elegidas. Asi, podrian producirse polimeros con

propiedades definidas.

Viscosidad de caldos de fermentacion, indice de consistencia e indice de flujo. Los anélisis
reolégicos se realizaron empleando un redmetro con configuracion de cono — plato. Las
determinaciones de viscosidad aparente de caldos de fermentacion a diferentes tiempos de cultivo
confirman que en cualquiera de las muestras analizadas se presenta un comportamiento no Newtoniano
del tipo pseudoplastico (figura 9.17), caracteristico de estos polimeros (Mancini et al, 1996; Pefia et al,
1997; Clementi et al, 1998; Moresi et al, 2001, Pefia et al, 2006). No obstante, Mejia et al (2008)
reportd alginatos en solucion (5 mg/mL) exhibiendo un caracter Newtoniano, es decir que la viscosidad
del fluido permanece constante independientemente del esfuerzo de corte aplicado. Asi, existe una
relacién lineal entre el esfuerzo y la velocidad de corte, cuya pendiente representa la viscosidad. Mejia
(2008), atribuye dicho comportamiento a la composicién quimica de las moléculas del alginato. Como
se sabe, la viscosidad de los alginatos estd determinada por la conformaciéon monomeérica, grado de
acetilacion, peso molecular y concentracion del polimero (Pefia et al, 2006). En este trabajo los
resultados reflejaron un incremento marcado en el indice K conforme aumenta la concentracién de los
polimeros, indicando mayor calidad reoldgica y a su vez mayor capacidad para conferir viscosidad a
una solucion (figura 9.19). Lo anterior, se explica basado en que la evolucion en la concentracion del
polimero permite la presencia de mayor numero de moléculas, generando contactos cada vez méas
frecuentes. También, se ha considerado la formacion de una red entrecruzada de los alginatos en
solucion. Particularmente para los alginatos que son polimeros polidispersos, el caracter no
Newtoniano depende de la superposicién y deformacion de cadenas largas, asi como de un

deslizamiento mutuo entre las moléculas de la red (Malkin e Isayev, 2006).

Diversos trabajos han reportado que la viscosidad del alginato depende principalmente de su
peso molecular (Martinsen et al, 1991; Mancini et al 1996; Clementi et al, 1998; Sabra et al, 2000;
Pefia et al, 2006) debido a que incrementa el volumen hidrodindmico de la molécula en solucién. Otros
autores han considerado que el grado de acetilacion también es capaz de conferir un aumento en el
volumen hidrodinamico, de forma que altos contenidos de grupos acetilos resultan en soluciones de
alginato con alta capacidad viscosificante y con un comportamiento pseudoplastico mas pronunciado
(Skjak-Braek et al, 1989; Leitao et al, 1992; Lee et al, 1996; Rehm y Valla; Sabra et al, 2000; Pefia et
al, 2006). La relacion G/M también ha sido considerado como fundamental en la viscosidad de los
alginatos. Al respecto, Annison y Couperwhite (1986) y Pefia et al (1997) sugirieron que los residuos

G de la cadena de alginato forman asociaciones con el calcio suspendido en el medio de cultivo, como
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consecuencia, al igual que el PMP y la acetilacion también provocan un incremento en el volumen
hidrodinamico. Como se aprecia, los estudios realizados hasta ahora, involucran Gnicamente efectos
individuales del PMP, grado de acetilacién y relacion G/M. Sin embargo en este trabajo se analiz6 la
respuesta del indice de consistencia (relacionado con la viscosidad) ante el conjunto de elementos que
conforman la estructura quimica de los diferentes tipos de alginato sintetizados. Como se aprecia en la
figura 9.20 los incrementos en viscosidad de cada tipo de alginato dependen de mas de un factor y al
parecer deben cumplirse determinadas caracteristicas quimicas en cada uno de los polimeros para
observar efectos importantes en la calidad reoldgica. De modo que la viscosidad conferida por la
molécula de alginato es resultado de un fendmeno sinérgico de las caracteristicas que definen a esta

molécula.

Propiedades viscoelasticas de soluciones de alginato

Se evalud la viscoelasticidad en los extremos del rango de frecuencia de los espectros
mecénicos (0.01 a 200 rad/s). Se encontr6 que para todas las soluciones analizadas predomina el
caracter viscoso a bajas frecuencias. Pasando el punto de transicion, todas las muestras excepto
atcc9046 obtenida de ambiente diazotréfico, exhiben un ligero comportamiento tipo gel. El célculo del
maédulo complejo (G*) permitid determinar que todas las muestras alginatos bacterianos sintetizados
por las cepas ATCN4 y ATCC 9046 son mas rigidas comparadas con algunos alginatos comerciales o

con polimeros como la F-actina, proteoglicano, hialuronato, etc (tabla 9.2).

Analizando Unicamente las muestras de alginatos bacterianos se observo que las mas solidas o
rigidas corresponden a los alginatos de la cepas ATCC 9046 y ATCN4, cultivadas en condiciones no
diazotrdficas y diazotréficas respectivamente (figura 9.21 y tabla 9.2). Por otro lado, las muestras
menos rigidas se prepararon a partir de alginatos sintetizados por la cepa ATCC 9046 desarrollada en
ambiente diazotrofico (figura 9.21b y tabla 9.2). Como ya se sabe, los residuos de acido G son las
estructuras mas efectivas para formar zonas de unién a calcio u otros iones divalentes, por lo que se
esperaria que los alginatos con mayor relacion G/M formaran geles mas fuertes. Sin embargo, las
muestras mas rigidas se prepararon de alginatos con una relacion G/M cercana a 3. Esto es 1.5 veces
menor comparada a la de los alginatos que generan muestras méas suaves. Posiblemente, el mecanismo
que modula el cambio en las propiedades reoldgicas sea la presencia de arreglos homopoliméricos G
maés que la cantidad de estos mondmeros distribuidos a lo largo de la molécula. A pesar de que en este

estudio no es posible establecer el papel de secuencias homogulurénicas, trabajos como los de Grant et
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al (1973) y Cardenas (1997) apoyan esta hipétesis. Estos autores encontraron que la formacion de la
estructura de “caja de huevo” requiere asociaciones cooperativas de secuencias contiguas mayores a 20
mondmeros G y que la presencia de secuencias M-G en el polimero actian solubilizando la red

tridimensional.

Analisis tecnologico de los alginatos sintetizados por las cepas ATCC 9046 y
ATCNA4.

Las aplicaciones tradicionales de los alginatos estan relacionadas a su habilidad para retener
agua y a sus propiedades gelificantes, viscosificantes y estabilizantes. Por otro lado, futuras
aplicaciones biotecnoldgicas, se basan en efectos bioldgicos especificos de la molécula de alginato o en
su transicion sol/gel en presencia de iones calcio, lo que hace a los alginatos aptos como matrices de

inmovilizacion para células.

La caracterizacion integral de la cepa ATCN4 y los alginatos que sintetiza permitié la
obtencion de parametros significativos (tabla 9.3), que destacan principalmente la factibilidad para
emplear microorganismos en la produccion de alginatos con caracteristicas superiores a los algales. De
manera general, en la tabla 9.3 se observa que para una misma concentracion de alginato, los polimeros
sintetizados por las cepas silvestre ATCC 9046 y mutante ATCN4, confieren mayor capacidad
viscosificante y gelificante que los alginatos comerciales. Este hecho, ofrece la ventaja de reducir la

cantidad de producto requerido para determinada aplicacion.

Respecto a la composicion quimica, se aprecia una gran variabilidad entre los polimeros
bacterianos (tabla 9.3). Se cuenta con alginatos de pesos moleculares entre 900 y 2300 kDa, IPs de 2.5
a 6, grados de acetilacion que alcanzan valores maximos de 13 % y relaciones G/M en un intervalo de
2.6 a 4.6. Tecnolégicamente, todos estos pardmetros podrian resultar ventajosos para aplicaciones
como agentes de liberacion prolongada o materiales de inmovilizacion celular ya que determinan las
caracteristicas de difusion, porosidad, homogeneidad y estabilidad de la red de los geles (Martinsen et
al, 1991; Draget et al, 1994; Draget y Taylor, 2006; Sriamomsak y Sungthongjeen, 2007). De acuerdo
a los trabajos previos realizados por Martinsen et al (1987) y Sriamomsak y Sungthongjeen (2007), la
utilidad de los alginatos como geles es resultado de una combinaciéon de sus caracteristicas
moleculares. En cuanto al estudio de alginatos algales para la encapsulacion de medicamentos, se ha
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determinado la importancia que tiene el contenido de mondmeros en la disolucién de la misma, asi
como la relacién en el contenido de &cidos G y M para la formacion de una matriz porosa. En este
sentido, es posible modificar la composicion monomérica de los polimeros gque sintetizan las cepas
ATCN4 y ATCC 9046 para obtener alginatos con diferentes relaciones G/M que puedan ser empleados
para la liberacién prolongada de medicamentos. En cuanto los grupos acetilo, en la tabla 9.3 se aprecia
gue los alginatos de la cepa ATCC 9046 cultivada en cualquiera de las condiciones ambientales
produce alginatos con un grado de acetilacion mas alto comparados con los de la cepa ATCN4. A nivel
tecnoldgico la acetilacion modifica las propiedades de ionizacidn reduciendo la carga negativa de la
cadena (Lee et al, 1996). En este sentido, se esperaria que las cadenas de alginatos de la cepa ATCN4
fueran mas negativas que las de los alginatos de la cepa silvestre. Las propiedades en solucion también
se encuentran en funcién de la acetilacién, asi, un mayor grado de acetilacion, como en el caso de los
alginatos de la cepa ATCC 9046, reduce la solubilidad y aumenten la viscosidad (Lee et al, 1996).

El analisis de la tabla 9.3 permite inferir al menos dos ventajas que ofrecen los alginatos
bacterianos sobre los comerciales. En primer lugar, se reitera el hecho de que la funcionalidad en
términos de viscosidad y gelificacion supera por mucho a la de los alginatos algales. El segundo lugar,
se refiere a la posibilidad de manipular el ambiente para obtener moléculas de interés para aplicaciones
particulares. La Unica posible desventaja es la viabilidad econémica de la produccién biotecnoldgica de
alginatos. Al respecto, Miranda-Medina et al (2008), realizaron un estudio de factibilidad para instalar
una planta productora de acido alginico a partir de A. vinelandii. Los autores, evaluaron esta
posibilidad a niveles de mercado, asi como en términos econdmicos, tecnoldgicos y ambientales. De
acuerdo a su investigacion, encontraron que México representa una plaza importante en el consumo de
estos productos ya que importa anualmente hasta 300 toneladas de alginatos, siendo Estados Unidos de
Norte América su principal proveedor. Bajo este esquema concluyen que la inversion inicial se

recuperaria después de 6.5 afios de iniciar la operacion.

El éxito de los alginatos en el mercado depende de dos factores, las propiedades del material y
los costos de manufactura, Rehm y Valla (1997) han reportado precios de venta de alginatos algales en
un rango de $70 a 270/Kg. En la actualidad, Sigma-Aldrich comercializa alginatos algales con precios
entre $3800 a 5000/Kg. En el caso de productos de alta pureza estos son comercializados por arriba de
los $540000/Kg. Asi, la posibilidad de producir alginatos a nivel biotecnoldgico a partir de bacterias,

podria resultar un proceso industrial atractivo en términos econémicos.
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11. Conclusiones

La mutacién del gen ngrE en A. vinelandii favorece el crecimiento celular de la cepa ATCN4
en las condiciones de cultivo evaluadas.

En ambiente diazotroéfico, la mutacion del gen ngqrE en A. vinelandii promueve un incremento
de 1.6 veces el rendimiento de alginato.

Bajo las condiciones de cultivo evaluadas, la fuente de carbono y energia (sacarosa) es
consumida por la cepa ATCN4 a bajas velocidades, ocasionando que la bacteria incorpore a su
metabolismo menores concentraciones de sustrato respecto de la cepa silvestre ATCC 9046,
esto indica que la mutacion en el complejo enzimatico Na*™-NQR promueve el uso eficiente de
la fuente carbonada. El sustrato metabolizado es desviado hacia la sintesis de proteina, PHB y
preferencialmente hacia alginato.

Las caracteristicas quimicas de los alginatos, como grado de acetilacion, peso molecular y
relacion G/M, sinterizados por la cepa mutante ATCN4, se encuentran en funcion de las
condiciones ambientales.

La calidad reoldgica de los alginatos en solucién producidos por la cepa silvestre ATCC 9046
y la cepa mutante ATCN4 depende de la concentracion y una combinacion de caracteristicas
guimicas especificas.

Los geles preparados a partir de soluciones reconstituidas de alginatos bacterianos (2 %) son
mas firmes comparados con los geles de alginatos algales comerciales, elaborados a la misma
concentracion.

Las propiedades funcionales: indice de consistencia y viscoelasticidad de los alginatos
bacterianos, demostraron tener potencial de aplicacion a nivel comercial.

La informacion de las caracteristicas cinéticas de la cepa mutante ATCN4, tales como mayor
crecimiento celular, produccion de alginato y consumo eficiente de la fuente de carbono,
aunada a las peculiaridades en la estructura quimica de la molécula de los alginatos producidos
por esta cepa, sugieren que el complejo enzimatico Na'-NQR juega un papel muy importante
en el metabolismo de A. vinelandii.
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12. Perspectivas

e Se plantea realizar estudios sobre el efecto de la respiracion en la cinética de crecimiento y
produccioén de alginato de A. vinelandii. Para esto se sugiere generar mutantes afectadas en la
cadena respiratoria.

e Con la finalidad de comprender los efectos de la mutacion en el gen ngrE, se plantea realizar
un analisis transcriptomico de los genes involucrados en la sintesis y modificacion del alginato
bajo diferentes condiciones ambientales, variando la fuente de nitrégeno.

e Para continuar la evaluacion tecnolégica de alginatos bacterianos, se propone realizar
caracterizaciones cinéticas, quimicas y reoldgicas de los alginatos producidos por diferentes
cepas mutantes, principalmente aquellas que tienen afectados genes que participan en la
edicion del alginato.
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Abstract The mutant ATCN4 strain of Azotobacter vin-
elandii, which lacks the Na'-NQR activity and results in
an alginate overproduction (highly mucoid phenotype).
was cultured in shake flasks in minimal and rich medium,
and the chemical composition and rheological properties of
the alginate were determined. Mutant ATCN4 exhibited a
high efficiency for sucrose conversion to alginate and PHB
accumulation, reaching yields that were 3.6- and 1.6-fold
higher than those obtained from the wildtype cultures in
minimal medium (Burk’s sucrose, BS). The alginate pro-
duced by ATCN4 in the minimal medium had a high
degree of acetylation (>4 %) and a low G/M ratio (=2)
with respect to the polymer synthesised in the rich medium
(BS with yeast extract) (degree of acetylation = 0 % and
G/M ratio of 4.5). The alginate produced in the minimal
medium exhibited a pronounced pseudoplastic behaviour
and a higher G* module in comparison to that observed in
the alginate obtained in the cultures using a rich medium.
The ATCN4 mutant culture in the minimal medium pro-
moted the synthesis of a polymer of improved rheological
quality in terms of its mechanical properties. These char-
acteristics make this mutant a valuable source for produc-
ing alginates with improved or special properties.
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Introduction

Alginate is a polysaccharide composed of variable amounts
of f-p-mannuronic acid and its C5-epimer, the z-L-gulu-
ronic acid linked by 1-4 glycosidic bonds. The monomers
are distributed in blocks of continuous mannuronate
(M) residues. guluronate (G) residues or alternating resi-
dues (MG) (Draget and Taylor 2011). These polymers have
been used in a wide range of applications, acting as sta-
bilising, thickening or gel- or film-forming agents, in var-
ious industrial fields (Galindo et al. 2007; Pena et al.
2011a). Additionally, there are still new applications being
discovered, such as their use as a source of soluble fibre or
in medical products (Galindo et al. 2007).

New applications of the alginates are determined by the
chemical composition and the molecular mass of the
polymers. For example, it has been shown that alginates
with a high proportion of mannuronate residues are able to
induce cytokine production and may stimulate Toll-like
receptors during the immunological response (Draget and
Taylor 2011). In addition, alginate oligoguluronates are
able to modify the mucin polymer network structures in the
mucus of some organs, which opens new possibilities for
the treatment of some respiratory discases by increasing the
mucosal uptake of some drugs or improving their bio-
availability, and by decreasing the viscosity of the sputum
(Draget and Taylor 2011). It is known that the effectiveness
of an alginate as a support for the immobilisation of cells
and drugs depends on the molecular mass of the polymer
and on the relative content of the two monomers (Her-
nandez et al. 2010).
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Currently, most of the alginate produced commercially
is still obtained from brown algae, although it is subjected
to variations in quality and quantity due to changes of
climate and the type of algae (Sabra et al. 2001). Alginate
can also be produced by a non-pathogenic soil bacterium,
such as Azotobacter vinelandii. This bacterium also pro-
duces poly-S-hydroxybutyrate (PHB), which is a polymer
in the polyhydroxyalkanoate (PHA) family of polyesters
that are synthesised by a wide range of bacterial and
archacal species to form carbon and energy reserve mate-
rials (Pena et al. 2011a).

An interesting strategy to improve the alginate produc-
tion and to obtain polymers with well-defined chemical
characteristics is the construction of A. vinelandii mutants
(Galindo et al. 2007). For example, inhibition of the syn-
thesis of PHB has been able to increase the alginate yield in
cultures both in shake flasks and in agitated bioreactors
(Pena et al. 2002; Segura et al. 2003; Mejia et al. 2010).

Another strategy employed to improve the alginate
production was to increase the transcription of the algD
gene (encoding GDP mannose dehydrogenase, the key
enzyme in alginate biosynthesis). Therefore, the mutant
CN26, which contains a mutation (muc26) that increases
the transcription of the algD gene, was generated.
Although a high alginate concentration (7 g L") was
obtained by culturing this mutant in shake flasks. Under
controlled conditions of pH (7.2), agitation rate (300 rpm)
and dissolved oxygen tension (DOT) (3 % DOT), this
muc26 mutant did not improve the volumetric production
of alginate when compared to the wildtype ATCC 9046
strain (Pefia et al. 2002).

On the other hand, Trujillo-Rolddn et al. (2003) reported
that by using the mutant SML2, which carries a non-polar
mutation within algl (gene encoding for an alginate lyase),
it was possible to produce an alginate with a high molec-
ular mass (1,240 kDa) with respect to that obtained with
the parental strain ATCC 9046 (680 kDa). A more com-
prehensive review regarding the use of mutant strains for
alginate and PHB production can be found in Galindo et al.
(2007) and Diaz-Barrera and Soto (2010).

Recently, our group reported the isolation of an
A. vinelandii Tn5 mutant, named ATCN4, that showed an
alginate-overproducing phenotype (Nufiez et al. 2009).
ATCN4 carries an insertion within the ngrE gene, which
encodes a subunit of the Na'-translocating NADH:ubi-
quinone oxidoreductase (Na'-NQR) complex, thus
suppressing its activity. The Na"-NQR complex is a redox-
driven sodium pump comprised of six subunits, NqrA-F,
which are encoded in the ngr operon (Hayashi et al. 1995;
Rich et al. 1995; Nakayama et al. 1998). This enzyme
couples the exergonic oxidation of NADH with ubiquinone
to the transport of Na' from the cytoplasm to the peri-
plasmic space (Skulachev 1989). Thus, the Na'-NQR

complex diminishes the internal Na® concentration and
contributes to the generation of an electrochemical Na'
potential that is involved in solute import, ATP synthesis
and flagellar rotation in several bacterial species (Skula-
chev 1989).

The ATCN4 mutant showed a fourfold increase in the
specific alginate production in BS minimal medium (dia-
zotrophic conditions) when compared to the parental strain
ATCC 9046 after 48 h of growth on agar plates containing
BS medium (3,200 vs. 800 pg alginate mg protein ).
These data suggested that the Na*-NQR complex nega-
tively regulates alginate synthesis and that the absence of a
transmembrane sodium gradient could be a signal that
triggers the production of the polymer, although this
remains to be investigated (Nuifiez et al. 2009).

However, it has become evident (Galindo et al. 2007)
that to fully evaluate the potential of mutant strains, agar
plate cultures have serious limitations because the condi-
tions in the solid medium can be dramatically different
from those occurring in a submerged culture, which is the
fermentation system that will be used if the alginate pro-
duction at a commercial level is eventually carried out.
Therefore, liquid cultures should be used to characterise the
actual potential of the mutant strains of A. vinelandii.

In the present study, the performance of mutant ATCN4
of A. vinelandii was compared with the wildtype strain
(ATCC 9046) in shake flasks under the conditions previ-
ously used to characterise the mutant ATCN4 culture
(minimal medium) (Nufiez et al. 2009). Additionally, the
mutant was cultured using a rich medium (BS, supple-
mented with yeast extract), which has been shown to pro-
mote the production of alginate by A. vinelandii. The
alginate produced was characterised in terms of its chem-
ical composition (acetylation and G/M ratio), molecular
mass and rheological properties.

Materials and methods
Microbial strains and culture conditions

The A. vinelandii strains used in this investigation were the
wildtype ATCC 9046 strain and its derivative, the mutant
ATCN4 (ngrk::TnS) strain (Nunez et al. 2009). The cells
were cryopreserved at —70 °C in a 40 % glycerol solution
and maintained by monthly subcultures on Burk’s agar
slopes stored at 4 °C. Cultures were performed in 500-mL
Erlenmeyer flasks, which contained 100 mL of culture
medium, at 200 rpm and 29 °C for 72 h in an orbital
shaking incubator. A. vinelandii was grown in a modified
Burk’s medium (BS) (Pena et al. 1997). In some experi-
ments, the medium was supplemented with 3 ¢ L' of
yeast extract. The initial pH level was adjusted to 7.2 by
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using NaOH (2 N). Each flask was inoculated with
0.1 gL' of cells grown for 24 h in shake flasks in the
same medium and conditions as mentioned above. All
experiments were conducted in triplicate, and the results
presented are the average of the independent runs. Figures
show the mean values and the standard deviation among
the replicates.

Analytical determinations

The biomass concentration was determined by the Lowry
method (Lowry et al. 1951). The cell dry weight and
alginate concentrations were determined gravimetrically,
as described previously (Pena et al. 2000; Diaz-Barrera
et al. 2007). Sucrose was assayed for reducing power with
the DNS reagent. Samples were previously hydrolysed by
using f-fructofuranosidase (Gist Brocades) to generate
glucose and fructose and then assayed for reducing power
with the DNS reagent (Miller 1959). The specific growth
rate (p) was calculated using the logistic model that was
reported previously by Klimek and Ollis (1980). Poly-3-
hydroxybutyrate (PHB) was quantified as crotonic acid,
which is a hydrolysis product of PHB by following previ-
ously described methods (Karr et al. 1983; Diaz-Barrera
et al. 2007).

Characterisation of the alginate

The mean molecular mass of the alginate was estimated by
GPC with a serial set of ultrahydrogel columns (UG 500
and Linear, Waters) by using an HPLC system with a
differential refractometer detector (Waters, 410). Further
details of the technique are reported elsewhere (Diaz-Bar-
rera et al. 2007). The degree of acetylation was determined
by HPLC using an Aminex 87H column (Bio-Rad) and a
photodiode array detector (Waters 2996), as described
previously by our group (Pefia et al. 2011b). The ratio of
L-guluronic acid and p-mannuronic acid (G/M ratio) was
estimated by a colorimetric reaction of carbazole according
to the method reported by Knutson and Jeanes (1968).

Rheological analysis
Viscosity measurements

The viscosity measurements of the culture broths and the
alginate solutions were determined using a cone/plate
rheometer AR1000 (TA Instruments) with a stainless steel
cone (1° 60 mm) at a constant temperature of 25 °C.
Measurements were performed at shear rates between 0.5
and 1,500 s '. The dependency of the viscosity on the
shear rate was described by the Ostwald-de Waele model
(“power law”), as follows:

n=Ki""! (1)

where 1 is the viscosity (Pa s), K is the consistency index
(Pa ™) and m is the flow behaviour index (—).

In addition, a rheological measurement of the modified
Burk’s medium, which contained 20 g L~ of sucrose, was
used as a control. The data showed a Newtonian flow
behaviour with a viscosity similar to that determined in
water (~ 1 mPa s).

Viscoelastic properties

The dynamic storage modulus (G’) and loss modulus (G")
were determined for 2 % (w/v) alginate solutions, which
were mixed with a CaCl, (0.7 M) solution. These mea-
surements were performed by a frequency sweep in an
ARI1000 (TA Instruments) Rheometer equipped with a
plate—plate measuring geometry. The operational parame-
ters were as follows: the frequency was | Hz, strain was
0.6, torsion bar was 4 g cm and temperature was 25 °C.

Results

Kinetics of growth, alginate and PHB production:
ATCN4 mutant vs. ATCC 9046 wildtype strain

Because the alginate-overproducing phenotype of mutant
ATCN4 was observed on plates of minimal BS media
(without a nitrogen source) (Nufiez et al. 2009), the first
analysis on the performance of this mutant was compared
to the wildtype strain in liquid BS medium. Figure 1 shows
the growth kinetics, alginate and PHB (poly-/-hydroxy-
butyrate) production, and sucrose consumption by the
ATCN4 mutant and the wildtype ATCC 9046 strains.
Higher maximum biomass concentration (measured as
protein content) and specific growth rate (u) were achieved
from the ATCN4 mutant cultures (Fig. la). Upon using this
mutant strain, the g was 0.05 h™' with a maximum protein
concentration of 0.7 ¢ L™ compared to 0.04 h™' and
0.48 g L™, respectively, for cultures of the ATCC 9046
strain. Observations under the microscope indicated that
the ATCN4 cells had the typical morphology of cells that
accumulate PHB; therefore, the PHB accumulation was
followed in the cultures, and the results are shown in
Fig. 1b. The PHB content in the ATCC 9046 cells
remained constant at approximately 40-55 %, whereas in
the case of the ATCN4 cultures, the percentage of PHB
increased during the exponential growth phase and reached
a maximum of 66 % after 48 h of cultivation.

Figure lc shows the evolution of the alginate concentra-
tion during the course of the culturing of both strains. A
maximum alginate concentration of 2.85 g L™ ' was obtained
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1.4 (a) Table 1 The biomass yields on sucrose (Y,,). alginate yield on
—~ 121 sucrose (Ygis), PHB yield on sucrose (Yppps) and global yield
o ' (Y giobat) calculated for the cultures of the ATCN4 mutant and ATCC
o 10 9046
g 081 o
T g6 [ Strain Y Yargss Yprb/s Y plobal
g o
S =
o 04+ = ATCC 0.04 £ 0.003 0.13 £0.024 0.059 = 0.007 0.25
024 9046
L
0.0 F . . . . . . ATCN4 0.08 £ 0.006 0.48 £ 0.012 0.096 = 0.007 0.66
[0
g + 9046 strain consumed 59 % (10.8 g L") of the carbon
60 < A
% source at a SCR of 0.48 g sucrose g cell ' h™!.
3 a0 The distribution of sucrose in different products, which
o . . . .
° is expressed as yields of alginate (Yginatessucrose)» PHB
% 20 1 (YPHB/M]CI'USC)! biomass (Ybiolnuss/sucl osc) and the glObal le]d
o o (equivalent to the sum of previous yields), were caleulated
and compared to those determined for the wildtype strain.
s (c) As shown Table 1, the yields of alginate, PHB and biomass
T, were higher in the ATCN4 cultures. For example, the
2 alginate yield was 0.48 g alginate g sucrose in the
o 2 . .
= ATCN4 cultures, whereas the yield was only 0.13 g algi-
c . .
=) nate g sucrose "in the wildtype cultures. For the PHB
1 . . .
< | yield, the mutant reached a maximum of 0.096 ¢ PHB g
. sucrose ', which was two times higher than that estimated
0 : r : : r . . . .
for the wildtype strain. As a consequence, the sucrose
221(d) global yield was close to threefold higher for the ATCN4
1 . . . .
= fg L mutant, with respect to that obtained using the wildtype
- T -
> 16 . strain.
S 14
g 12 ATCN4 cultured in rich medium (Burk’s sucrose
@ 104 supplemented with yeast extract)
8 4
6 y ¥ " y y " It is known that the use of yeast extract in the medium
0 12 24 36 48 60 72

Cultivation time (h)

Fig. 1 Kinetics of biomass growth (a), PHB production (b), alginate
production (c), and sucrose uptake (d) of cultures of the ATCC9046
(filled square) and ATCN4 (filled circle) strains conducted in shake
flasks in BS minimal medium

in the cultures conducted with the ATCN4 mutant after 72 h
of cultivation. However, at the same fermentation time, only
1.8 g L ! of alginate was produced by the wildtype strain. In
both cases, the alginate production was partially growth-
associated, and a significant fraction (approximately 50 %)
of the total alginate synthesis occurred during the stationary
growth phase. Itis important to note that the alginate yield on
the biomass (Y jginaesbiomass) in the cultures of the ATCN4
mutant was almost twice (4.5) that of the cultures of the
ATCC 9046 (2.9). The sucrose consumption was different
for the ATCN4 and ATCC 9046 strains (Fig. 1d). The
mutant ATCN4 metabolised only 30 % (7 g L™ ") of the total
sucrose in the culture broth at a specific consumption rate
(SCR) of 0.38 gsucrose g cell ! h™!. In contrast, the ATCC

&) Sorinser

favours the production of alginate by A. vinelandii
(Clementi 1997; Zapata-Vélez and Trujillo-Roldan 2010).
Therefore, the biomass growth and alginate and PHB
production by the mutant strain was evaluated in BS
medium supplemented with yeast extract. It is clear from
Fig. 2 that the addition of yeast extract to the medium
promoted biomass growth and alginate synthesis when the
ATCN4 mutant was employed. Under this condition, the
mutant ATCN4 strain was able to produce a maximum
biomass concentration of 1.2 g L™ (Fig. 2a), which was
79 % higher than that obtained in the minimal BS media.
Additionally, the results depicted in Fig. 2b show the
evolution of the alginate production. The alginate isolated
from the cultures with yeast extract reached a maximum
concentration of 4.3 ¢ L', which was 50 % more than
that obtained in the cultures without yeast extract. For
PHB, the mutant ATCN4 strain cultivated with yeast
extract accumulated approximately 25 % less PHB (40 %
w/w) with respect to the cultures without yeast extract
(66 % wiw) after 48 h of cultivation (Fig. 2c¢).
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Fig. 2 Kinetic of biomass growth (a), alginate production (b), and
PHB production (c) of the ATCN4 mutant cultured in BS minimal
medium (filled circle) or rich media containing yeast extract (filled
triangle)

Chemical characterisation of the alginate produced
by the ATCN4 mutant

The rheological properties of bacterial alginate solutions
are strongly influenced by the mean molecular mass, the
degree of acetylation and the guluronic and mannuronic
content of the polymer (Pefia et al. 2007, 2011b). There-
fore, these parameters were analysed for the alginate pro-
duced by the ATCN4 mutant strain cultivated in the
minimal and rich media (Fig. 3).

The characteristics of the polysaccharide obtained under
the two tested culture conditions varied considerably. As
shown in Fig. 3a, the mutant ATCN4 strain grown in
minimal medium showed an increased degree of acetyla-
tion from 0.5 to 5.2 % at the beginning of the culture
(12-24 h). At 36 h, the acetyl content decreased slightly to
4.5 %, and it remained constant towards the end of the

Fig. 3 The degree of acetylation (a), mean molecular mass (b), and
G/M ratio (¢) of the alginate isolated from cultures of the ATCN4
mutant in BS minimal medium (filled circle) or rich media containing
yeast extract (filled triangle)

cultivation. In contrast, the alginate produced in the pres-
ence of the yeast extract was not acetylated.

The evolution of the mean molecular mass (MMM) of
the alginate synthesised by the mutant ATCN4 under the
two nutritional conditions evaluated is shown in Fig. 3b. In
general, the trend observed for the values of the MMM of
the polymers obtained from both conditions was similar,
which was an initial MMM of approximately 500 kDa and
a final MMM of approximately 1,300 kDa. However, an
increased MMM of the alginate produced in the minimal
medium of up to 2,200 kDa was observed after 36 h of
cultivation.

The G/M ratio was also strongly affected by the nutri-
tional conditions, as is shown in Fig. 3c. The alginate
isolated from the cultures grown in minimal medium had a
higher content of mannuronic acid and showed a G/M ratio
of approximately 2 during the fermentation (Fig. 3¢). In
contrast, in the polymer obtained from the cultures con-
taining yeast extract, the G/M ratio changed during the
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fermentation. From 12 to 48 h, the G/M ratio increased
from 1 to 4.5, which was constant towards the end of the
cultivation (72 h).

Rheological behaviour of the alginate solutions

Figure 4 shows the consistency index (K) and the flow
behaviour index (m) of the fermentation broths as a func-
tion of the alginate concentration under the two nutritional
conditions tested. All the samples exhibited a pseudoplastic
behaviour, which was characterised by a decrease in the
apparent viscosity (1) when the shear rate (}) increased.
Notably, a higher alginate concentration corrclated with a
higher consistency index (K) and a lower flow behaviour
index (m) for the polymers obtained from the two condi-
tions evaluated (Fig. 4a, b). However, the polymer pro-
duced in the minimal medium exhibited a higher
consistency index (K) and a lower flow behaviour index
(m) for the same alginate concentration with respect to that
produced using the yeast extract in the culture medium.

400
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Fig. 4 The consistency index, K, (a) and flow behaviour index, m,
(b) as a function of the alginate concentration in fermentation broths
developed with the mutant ATCN4 in BS minimal medium (filled
circle) or rich media containing yeast extract (filled triangle)
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An important characteristic to define the mechanical
properties of alginates is the complex shear modulus (G*),
which represents the total resistance of a sample to defor-
mation or the stiffness of a viscoelastic material. Figure 5
shows the mechanical spectra of the alginate solutions
(2 % wiv) derived from the ATCN4 cultures at 72 h. The
mechanical properties (in terms of the G* modulus) of the
alginate solutions were higher in the polymers isolated
from the cultures grown in the minimal medium. Thus, by
comparing the G* modulus at the same angular frequency
of 10 rad/s (Fig. 5), a valuc of 6.4 Pa was obtained for the
polymer extracted from the minimal medium, while a value
of G* of 3 Pa was determined for the alginate synthesised
in the cultures with the yeast extract. Notably, a value of
0.16 Pa was calculated for an algal alginate (Sigma
Aldrich) solution (2 % w/v) at 10 rad/s. This indicates that
the solutions formed with alginate isolated from the mini-
mal medium exhibited a higher rigidity than those prepared
with alginate from conditions in which the yeast extract
was used and that they were higher than the alginates
currently in use in the hydrocolloid market (from marine
algae).

Discussion

We have previously reported that in A. vinelandii, the
absence of the Nat-NQR activity leads to an inability to
maintain a transmembrane Na* gradient and an increase in
alginate production (Nunicz et al. 2009). Although no
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Fig. 5 Complex shear module (G*) of the alginates obtained at 72 h
from the cultures of the ATCN4 mutant in minimal medium (filled
circle) or rich media containing yeast extract (filled triangle). An
alginate concentration of 2 % (w/v) was used
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conclusive explanation can be given, it is possible that the
increase in alginate production in the ATCN4 mutant strain
could be associated with a decrease in the overall NADH
oxidase activity of this mutant or with the absence of the
Na® transmembrane gradient (i.e., a defect in the cellular
osmotic regulation). However, further studies will be nec-
essary to elucidate the mechanism in detail.

In the present work, we found that not only was the
biomass growth of a mutant lacking the Na"-NQR activity
(ATCN4) increased but also the yield of alginate and PHB
on sucrose by using the BS minimal medium (diazotrophic
conditions). Diazotrophic growth of A. vinelandii in the
presence of oxygen is possible because this bacterium uses
a respiratory chain, which consists of the non-coupled
NADH 1II (Bertsova et al. 2001) and the bd-type quinol
oxidase that has a high oxygen consumption rate. This
activity maintains low levels of intracellular oxygen, thus
preventing the inactivation of the nitrogenase complex.
However, the energy-conserving efficiency of this respi-
ratory chain is five-fold lower than the respiratory chain
that is used in the presence of fixed nitrogen (which uses
the ATP-coupled NADH 1) (Bertsova et al. 2001).

Although it has been shown that the NADH II complex
is the main NADH oxidase enzyme in A. vinelandii under
diazotrophic conditions, the clucidation of the role of the
Na'-NQR complex in the respiratory chain and in the
general metabolism of A. vinelandii ATCC 9046 needs to
be investigated further. Improvements of the bacterial
growth rate and alginate and PHB yields using a minimal
medium in the ATCN4 mutant strain, compared to the
wildtype strain, might be related to either an overall
reduced NADH oxidase activity or to the lack of a Na®
transmembrane gradient. It is possible to postulate that in
the ATCN4 mutant strain, the low sucrose consumption
rate could be the result of a diminished NADH oxidase
activity caused by the absence of the Na"-NQR complex
activity, which reduces the oxidation of sucrose through the
TCA cycle and redirects the carbon source to a more
efficient polymer synthesis and biomass production.

Changes in the properties of alginates can be useful for
specific applications, especially in biomedical and bio-
technology industries. Given the importance of alginate
acetylation, we decided to measure the acetyl content in the
polymers during the fermentation. As shown in Fig. 3a,
the acetylation of the alginate was completely inhibited in
the mutant ATCN4 strain grown in rich medium, which is a
condition in which the wildtype ATCC 9046 strain pro-
duced an alginate with 3-5 % acectylation (Peha et al.
2011b); however, the alginate produced by the mutant
ATCN4 strain in minimal medium was acetylated (up to
5 %) at a degree similar to or even higher than that of the
alginate produced by the wildtype ATCC 9046 strain (3 %)
(Castillo-Marenco et al. 2011).

The reason for the absence of acetyl groups in the
alginate produced by the mutant ATCN4 strain in the
presence of yeast extract remains unknown. However, it
might be the result of a change in the environment of the
periplasmic space, which affects the activity of the acety-
lase complex. Whether this change is linked to the absence
of the Na' transmembrane gradient or to any other effect
associated with the absence of the Na*-NQR activity needs
to be investigated.

Alginate acetylation occurs in the cellular periplasmic
space via the action of an acetylase, which uses acetyl-CoA
as the source for the acetyl groups (Vizquez et al. 1999).
Therefore, the degree of acetylation of the alginate may
reflect the acetyl-CoA availability and/or the activity of the
acetylase. Previous studies by our group (Pena et al. 2006)
have shown that an increase in the concentration of MOPS
(a component used in the medium to regulate the pH)
increased the acetyl content of the alginate synthesised by
two-fold and the acetylase activity by 50 % in cultures of
A. vinelandii (ATCC 9046 strain). We have proposed that
MOPS could contribute to a better control of the peri-
plasmic pH, which might enhance the acetylase activity
(Pena et al. 2006). It is possible that in the cultures of the
mutant ATCN4 strain grown in BS medium supplemented
with yeast extract, the absence of a transmembrane sodium
eradient might have promoted a change in the periplasmic
ionic environment, which in turn inhibited the activity of
the acetylase complex.

Our results have shown for the first time that by using
the mutant ATCN4 strain,
importantly determine the acetyl content of the alginate
and, in turn, the physicochemical properties of the polymer.
This is not the case for the wildtype ATCC 9046 strain,
which produces an alginate with a similar degree of acet-
ylation under the two conditions evaluated (Castillo-Mar-
enco et al. 2011; Pena et al. 201 1b). Although it is known
that the degree of acetylation may be critical for deter-
mining the rheological behaviour of alginate solutions
(Skjak-Brak et al. 1986, 1989), there is only one study
(Pena et al. 2006) documenting the influence of the med-
ium components on the acetyl content and on the rheo-
logical characteristics of alginate solutions obtained by the
cultivation of A. vinelandii. The specific acetylation of
alginate through the manipulation of the nutritional con-
ditions in the culture medium (not a post-fermentative
step) is a suitable method for improving the alginate
properties and to expand the potential applications of this
polysaccharide.

The mean molecular mass of the alginate determines the
viscosity and the thickening properties of the polymer.
Figure 3b shows that, in general, the evolution of the mean
molecular mass of the alginate produced by the ATCN4
strain was similar under both culture conditions tested. In

the nutritional conditions
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the cultures in minimal medium, a maximal
molecular mass of the alginate of 2,200 4+ 275 kDa was
reached after 36 h of cultivation. After 36 h, a decrease in
the mean molecular mass of the alginate isolated from the

grown

cultures using minimal medium was observed. Because
A. vinelandii produces alginate-degrading enzymes (Trujillo-
Roldan et al. 2004; Gimmestad et al. 2009), it is possible
that the decrease in the mean molecular mass of the algi-
nate is due to the action alginases, which degrade the
polymer in the final stages of cultivation.

As shown in Fig. 3¢, the mannuronic content in the
alginate isolated from the ATCN4 mutant strain cultured in
the BS minimal medium was higher with respect to that
obtained from cultures supplemented with yeast extract.
These results are in line with the hypothesis related to the
steric protection mechanism provided by the acetyl groups
to the alginate (Skjak-Brak et al. 1986; Valla et al. 2001).
According to these authors, the acetyl groups are present
only at mannuronic residues of the alginate, and they
function as a steric barrier that blocks the action of the
epimerases, which carry out the transformation of man-
nuronic to guluronic acid. Therefore, it is expected that the
mannuronic residues of an alginate with a higher degree of
acetylation are less epimerised, and, consequently, the
amount of guluronic residues will be lower, as shown for
the alginate produced in the BS minimal medium (Fig. 3c).

From an application point of view, one of the most
important characteristics of alginate is the rheological
behaviour of its solutions (Clementi et al. 1998; Pefa ct al.
2000). As is shown in Fig. 4, the rheological parameters of
the alginate are strongly influenced by the nutritional
conditions of the culture under equal alginate concentra-
tions. The consistency index (K) was higher and the flow
index (m) was lower in the alginates produced in the
minimal media cultures. It is known that both parame-
ters are influenced by the molecular mass distribution
(Martinsen et al. 1991) and by the degree of acetylation of
the polymer (Skjak-Brek et al. 1989). Because the mean
molecular mass and the molecular mass distribution (data
not shown) were similar during a majority of the culturing
for the two conditions tested, it is possible to infer that the
differences in the rheology of the alginate in the fermen-
tation broths was due to the clear difference in the alginate
acetylation.

Another important rheological parameter is the G*
modulus. As shown in Fig. 5, higher values of G* modulus
were determined for the alginate produced in the minimal
medium. Several authors (Moresi et al. 2001, 2004; Man-
cini et al. 2006; Draget and Taylor 2011) have reported that
there is a direct relationship between the G/M ratio and the
mechanical properties of the alginate. In general, it has
been reported that alginates with a high G/M ratio form
strong and brittle gels, while alginates with a low G/M ratio

@ Springer

Table 2 Complex modulus of alginate solutions from different

sources

Source G* (Pa)*
Algal alginate (Sigma Aldrich) 0.16
ATCN4 (Rich medium) 3
ATCN4 (Minimal medium) 6.4
Alginate solutions were prepared at a concentration of 2 %

(20 mg mL™Y

* The dynamic results are for an angular frequency of 10 rad s '

form weaker and softer, but more clastic, gels (Skjak-Brak
et al. 1986). In our study, the value of the G* modulus
seems to not be as directly influenced by the G/M ratio as
alginates with a higher guluronic content, such as those
obtained from the cultures in which the yeast extract was
employed (Fig. 5), which exhibited a lower value of the G*
module compared to the polymer extracted from the cul-
tures in the minimal medium (Fig. 5). One possible
explanation for this behaviour is provided by the work of
Geddie and Sutherland (1994), who found that the forma-
tion of the “egg box” structure requires cooperative asso-
ciations of contiguous sequences larger than 20 G blocks
and that the presence of MG sequences in the chain con-
tributes to the formation of soft gels. This indicates that the
strength of a gel is not determined solely by the G/M ratio
but also requires the presence of homopolymeric G
sequences.

Finally, an analysis of the mechanical properties of algal
alginate, in comparison to the alginates produced by the
mutant ATCN4 strain, was carried out. Alginates derived
from the cultures of the ATCN4 strain were 20 and 40
times more rigid for polymers produced in cultures grown
in minimal medium (6.4 Pa) and using yeast extract
(3.0 Pa) conditions, respectively, compared to the value
measured in the commercial algal alginate (0.16 Pa)
(Table 2).

Overall, our results have shown that the culture of
ATCN4 mutant in minimal medium promoted the synthesis
of a polymer with improved rheological quality in terms of
its mechanical properties, compared to the alginate pro-
duced in cultures in which the yeast extract was supple-
mented. From a technological point of view, the use of a
mutant strain, such as ATCN4, together with the control of
the nutritional conditions could be a suitable strategy to
produce alginates with rheological properties that match
(or even improve upon) those of the alginates currently
used in the hydrocolloid market (from marine algae).
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