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Resumen

RESUMEN

El alginato es un polisacarido conformado por acido B-D-manurdnico (M) y acido a-L-gulurdénico
(G) que tiene varias aplicaciones en la industria alimentaria, en el campo de la ingenieria de
tejidos, administracién de farmacos y otras aplicaciones biomédicas. Las caracteristicas de mayor
interés del alginato son su capacidad viscosificante (CV) y su alto peso molecular (PM). La cepa
mutante AT9 de Azotobacter vinelandii ha mostrado un gran potencial para la produccién de
alginato de alto PM de 3 112 kDa con una alta CV de 1.75 mPa s L/gaginato- El Objetivo del presente
trabajo fue evaluar la produccién y el PM, asi como la CV del alginato producido por la cepa AT9 en
comparacién con su cepa parental ATCC9046 bajo tres diferentes condiciones de transferencia de
oxigeno maxima (VTOmasx). Para ambas cepas, el aumento en la VTOnsx, €n el rango de 3.2 a 12.4
mmol/L h promovié el crecimiento celular medido como acumulaciéon de biomasa, asi como
produccidon de proteina. Para la cepa ATCC9046, dicho incremento en la VTOms, también
promovio un incremento en la produccién maxima de alginato de 1.5 a 2.9 g/L. Por el contrario,
para la cepa AT9, la VTOmsx no afectd la produccion de alginato, la cual se encontré alrededor de
3.0 g/L. En contraste, el incremento en la VTOms afectd negativamente el PM del alginato
producido por ambas cepas. El mayor PM de 2 927 kDa se obtuvo con la cepa AT9 desde etapas
tempranas del cultivo. Otra ventaja que presentd la cepa AT9 sobre la cepa ATCC9046, fue un alta
CV de 3.16 mPa s L/gaiginato, 1a cual se obtuvo en condiciones de alta VTOmsx. El andlisis realizado del
efecto de las caracteristicas fisico-quimicas del alginato sobre la viscosidad, demostré que ni la
concentracién, ni el PM, ni el grado de acetilacién influyeron en el incremento en la viscosidad del
caldo durante el desarrollo del cultivo. Sin embargo, se observd una relacion inversa entre la
viscosidad y el pH del caldo de cultivo. En general, los resultados obtenidos confirman el potencial
de la cepa AT9 para producir alginato de alto PM y CV. También, a través de la VTOmasx €s posible
manipular el PM y la CV sin que la produccién de alginato se vea comprometida.



1. Introduccidén

1. INTRODUCCION

El alginato es un polisacarido conformado por acido B-D-manurdnico y acido a-L-gulurdnico,
(Urtuvia et al., 2017). El alginato es producido principalmente por algas cafés (Rhein-Knudsen et
al., 2017) y por bacterias de los géneros Pseudomonas y Azotobacter (Franklin et al., 2011; Urtuvia
et al., 2017). El alginato producido por A. vinelandii presenta un peso molecular superior a los 1

000 kDa y presenta acetilacidn en las posiciones 2 y/o 3 de los residuos M (Castillo et al., 2013).

El alginato es utilizado como agente viscosificante en la industria alimentaria (Brownlee et al.,
2005). En la industria farmacéutica tiene potencial aplicacion como agente para la liberacion
controlada de farmacos y el disefio de matrices que permitan el anclaje y proliferacién celular en
ingenieria de tejidos (Sun and Tan, 2013). Sin embargo, el uso del alginato en los diferentes
sectores industriales esta determinado por sus caracteristicas quimicas, como su PM, el grado de
acetilacidn y/o relacién M/G. A su vez, estas caracteristicas influyen en la capacidad viscosificante
del alginato, la cual es la viscosidad que puede alcanzar un litro de solucién por un gramo de
alginato y que puede ser utilizada como un indicador de la calidad del alginato (Pefa et al., 2011).
Ademas, gracias a su alto PM, el alginato es un candidato potencial para su uso en el campo
biomédico, ya que dicha caracteristica puede mejorar la biocompatibilidad y la estabilidad de las
matrices poliméricas, asi como reducir su velocidad de degradacién (Polk et al., 1992; Stortz et al.,

2009).

La cepa mutante AT9 de A. vinelandii ha mostrado potencial para la produccion de alginato de una
alta capacidad viscosificante (1.75 mPa s L/gaiginato) Y U alto peso molecular (3 112 kDa), (Garcia et
al., 2020). Lo anterior debido a que dicha cepa posee inactivado el gen mucG que codifica para la
proteina de membrana interna MucG, la cual estd involucrada en la regulacién de la actividad del

complejo alginato polimerasa Alg8-Alg44 (Ahumada-Manuel et al., 2017).

La cepa AT9 se deriva de la cepa silvestre ATCC9046, la cual esta definida como una cepa
sobreproductora de alginato y con la cual se ha observado que en condiciones de baja
transferencia de oxigeno méaxima (VTOmsx ~ 2 mmol/L h) se favorece la produccién de alginato con
pesos moleculares alrededor de los 2 000 kDa, respecto a mayores VTOs, en donde el peso
molecular se encuentra por debajo de los 1 000 kDa (Reyes et al., 2003; Gémez-Pazarin et al.,

2015).



1. Introduccidén

Para la cepa AT9 solo se ha evaluado una condicién de VTOmsx (5.2 mmol/L h) y dado que posee el
mismo fondo genético que la cepa ATCC9046, entonces, cabria esperar que al cultivar a la cepa
AT9 en condiciones de VTO por debajo de los 5.2 mmol/L h, esta seria capaz de producir alginato

con pesos moleculares por encima de los 3 000 kDa.

Por ello, con el fin de explorar el efecto de la VTO en la produccion de alginato con la cepa AT9, el
objetivo de este trabajo fue evaluar la produccién y el peso molecular, asi como la capacidad

viscosificante del alginato producido por la cepa AT9 cultivada en condiciones de baja y alta VTO.



2. Antecedentes

2. ANTECEDENTES

2.1 Alginato

El alginato es un polisacarido lineal conformado por monémeros de acido B-D-manurdnico y su
epimero en el carbono 5, acido a-L-gulurdnico (Figura 2.1a) unidos por enlaces glucosidicos B-
(1—>4) (Figura 2.1b). Tipicamente, la composicién quimica del alginato se clasifica en bloques
homopoliméricos compuestos por unidades de manuronato o guluronato, bloques M y G,
respectivamente y bloques MG, compuestos por cantidades variables de ambos mondmeros

(Figura 2.1c).

coo
a) Q oH e X OH
Ko o £ e
B-D-manuronato (M) a-L-guluronato (G)

G G M M G
C
) MMMMGMGGGGGMGMGGGGGGGGMMGM GM GGM
A g e s ™ e —— -
bloque M  bloque G bloque G bloque MG

Figura 2.1. Estructura quimica del alginato. a) Mondmeros de acido B-D-manuronato y
a-L-guluronato, b) conformacién de la cadena (los cuadros rojos indican los enlaces B-
(1—4) y c) conformacion en bloques. Modificado de Nalamothu et al. (2014).

El alginato es producido principalmente por algas pardas de los géneros Laminaria, Ascophyllum,
Eclonia, Lessonia, Durvillea, Macrocystis, Padina y Sargasum como componente de la pared celular
(Nalamothu et al., 2014; Rhein-Knudsen et al., 2017) y por bacterias de los géneros Pseudomonas

y Azotobacter como componente de la matriz extracelular (Urtuvia et al., 2017).



2. Antecedentes

2.2 Caracteristicas quimicas y fisicas del alginato

A nivel comercial, el alginato se obtiene a través de la recoleccion de algas cafés. Sin embargo,
actualmente se estan explorando y desarrollando nuevas estrategias para la produccidon de
alginato a partir de cultivos bacterianos en biorreactores (Galindo et al., 2007; Malaki et al., 2016;

Urtuvia et al., 2017).

Tanto el alginato producido por algas, como el alginato producido por bacterias presenta variacion
en sus caracteristicas quimicas, como en su relacion M/G, distribucion de residuos M y G, peso
molecular y grado de acetilacidn. En el alginato producido por algas, estas caracteristicas van a
depender de la especie, edad de las algas y ubicacidon geografica y temporalidad en que son
cosechadas (Rehm and Moradali, 2018; Storz et al., 2009). En bacterias, la especie y las

condiciones de cultivo van a determinar dichas caracteristicas.

La caracteristica funcional mas importante del alginato, es su capacidad de formar geles, la cual se
da por entrecruzamiento de cadenas y que puede mejorar por la presencia de residuos de
guluronato. Estos residuos poseen afinidad por iones divalentes (Mg** < Ca*? < Sr*2 < Ba*?) que
pueden participar en la unién idnica intercatenaria entre bloques G, actuando como reticuladores
gue estabilizan las cadenas del polimero, formando una red tridimensional, lo que da origen a la
formacion de geles, los cuales contienen cadenas reticuladas intercaladas con cadenas moviles
gue se unen y atrapan grandes cantidades de agua (Rezende et al., 2007; Rhein-Knudsen et al.,
2017). Estas interacciones formadas entre los residuos G y los iones divalentes, tipicamente se

describen a través del modelo de caja de huevo (Figura 2.2).

0= OH 0= OH
oNlon [0 Nlon (J o
0 3 9
0. J 0. L
OH O0—{ OH O—
o o}

Figura 2.2. Modelo caja de huevo. Interaccidn idnica entre residuos G del alginato e
iones divalentes (circulos naranjas). Tomado de Sun and Tan (2013).
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La distribucién de manuronato y guluronato y la relacién M/G impactan en la capacidad gelificante
del alginato. De esta forma, el alginato con alto contenido de guluronato forma geles duros y
guebradizos, en comparacién al alginato con alto contenido de manuronato que forma geles mas

suaves y flexibles (Rhein-Knudsen et al., 2017).

Adicionalmente, el grado de acetilacién del alginato también afecta la capacidad gelificante por

expansion de la cadena y disminucion de la afinidad por el calcio (Skjak-Bruek et al., 1989).

El alginato es soluble en agua y en solucidn, el pH del disolvente determina la solubilidad del
polimero por la presencia de cargas electrostaticas en los residuos M y G (Nalamothu et al., 2014).
Se sabe que, la disminucidn del pH tiende a aumentar la viscosidad del alginato en soluciéon (Bu et
al., 2005; Masuelli and lllanes, 2014). Cuando el alginato se encuentra disuelto, predominan dos
tipos de interacciones: la repulsidon electrostdtica entre los grupos carboxilato ionizados y los
puentes de hidrégeno formados entre el acido carboxilico y los grupos carboxilato ionizados. A
mayores valores de pH, se promueve la disociacién de los grupos de acido carboxilico, lo que
conduce a la relajacién de la red de alginato; mientras que, a menores valores de pH, el
debilitamiento de las interacciones electrostaticas permite la formacion de puentes de hidrégeno,
generando un mayor grado de entrecruzamiento y un mayor grado de reticulacién. De acuerdo a
lo anterior, el comportamiento reoldgico de la solucidn, responde a cambios en el pH (Bu et al.,

2005; Masuelli and lllanes, 2014).

Cuando se encuentra en solucién, el alginato posee la capacidad de incrementar la viscosidad de la
solucion dependiendo de la concentracion y el peso molecular del polimero. Tanto el incremento
en la concentracién de alginato, asi como el incremento en el peso molecular del mismo, van a
conducir a un aumento en la viscosidad de la solucidn. Sin embargo, se ha observado que el peso
molecular tiene mayor impacto en la viscosidad, ya que el alginato de mayor peso molecular (2
000 kDa), permite generar soluciones mas viscosas a menores concentraciones, en comparacién

con el alginato de menor peso molecular (200 kDa) y mayores concentraciones (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Efecto de la concentracidn y el peso molecular del alginato sobre la
viscosidad. Tomado de Gomez-Pazarin et al. (2015) y Vicini et al. (2018).

2.3 Aplicaciones del alginato

Debido a que el alginato es una sustancia no téxica, comestible, biodegradable y no inmunogénica,
aunado a su capacidad de formar geles y de incrementar la viscosidad de las soluciones, el alginato
es utilizado en una gran variedad de aplicaciones industriales. Principalmente, se utiliza en la
industria alimentaria como un agente estabilizante, espesante y gelificante (Brownlee et al., 2005).
Aunque también ha mostrado potencial para el desarrollo de matrices poliméricas que permitan la
liberacién controlada de farmacos y en el anclaje y crecimiento celular en ingenieria de tejidos
(Sun and Tan, 2013). En la Tabla 2.1 se muestra el uso del alginato en los diferentes sectores

industriales.

La aplicaciéon del alginato en los diferentes sectores industriales depende de sus caracteristicas
fisicoquimicas, principalmente de su peso molecular. En la Tabla 2.2, se muestra el uso del alginato

en los diferentes sectores industriales, en funcién de su peso molecular.

Especificamente, en relacion a su uso para la liberacion de fdrmacos y en ingenieria de tejidos, el
incremento en el peso molecular del polimero reduce la velocidad de liberaciéon de farmacos y

ademads tiene menor velocidad de degradacidn (Fabia et al., 2005; Polk et al., 1992).



Tabla 2.1. Aplicaciones del alginato en los diferentes sectores industriales.

(Adaptado de Draget et al., 2005; Lee and Mooney, 2012).
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Aplicacion

Uso

Alimentaria

Agente estabilizante de bebidas alcohdlicas
Agente gelificante

Agente viscosificante

Fuente de fibra dietética

Farmacéutica

Emulsificante y espesante
Gel absorbente

Agente de suspension
Estabilizante de emulsiones

Biotecnoldgica

Soporte en biocatalizadores
Ingenieria de tejidos

Odontologia

Impresiones dentales
Curacidn de heridas
Inmunoestimulantes
Material de implantacién

Papel

Mejorar la uniformidad de la superficie

Industria textil

Fijador del color y brillo
Agente viscosificante de tintas

Cosmética

Agente emulsificante

Agricultura

Agente de retencidn de agua

Tratamiento de
aguas

Agente quelante

Incrementa el tamafio de los agregados en los procesos de floculacion

Tabla 2.2. Aplicacion del alginato en funcidn de su peso molecular.
(Adaptado de Pacheco-Leyva et al., 2016).

Peso molecular Aplicacién
(kDa) >

Antioxidante

15— 120 Andamios para tejido celular
Antibacteriano
Suplemento dietético
Inmovilizacién celular
Estabilizador y conservante de alimentos

120 - 290 EStETbIhdad. de almacenamiento y microencapsulacion
Antibacteriano
Biorremediacion
Cicatrizacion de heridas

500 - 1000 Modulacién de la actividad enzimatica
Compuesto de tabletas de liberacion prolongada
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2.4 Biosintesis de alginato por A. vinelandii

A. vinelandii es una bacteria Gram negativa estrictamente aerobia, capaz de fijar nitrogeno en
condiciones de diazotrofia y en condiciones de alta disponibilidad de oxigeno. Produce dos
polimeros de interés industrial, el alginato y el poli-3-hidoxibutirato (PHB). Posee un metabolismo
heterétrofo, por lo que utiliza azUcares, alcoholes y dcidos orgdnicos como fuentes de carbono.
Los azUcares como la sacarosa pueden ser metabolizados a través de la via Entner-Doudoroff (Still

and Wangm et al., 1964).

A. vinelandii posee la capacidad de formar quistes durante la fase estacionaria o las células
vegetativas pueden ser inducidas con n-butanol al 0.2 % para formar quistes (Lin and Sandoff,
1968). Uno de los componentes principales de estos quistes, es el alginato, que le confiere

resistencia a la desecacién (Sandoff, 1975).

La sintesis de alginato por A. vinelandii se divide en 4 pasos: sintesis del precursor, polimerizacion,

modificacidn y exportacion (Figura 2.4).
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AlgC

Figura 2.4. Representacidén esquematica de la biosintesis de alginato por Azotobacter
vinelandii. Modificado de Urtuvia et al. (2017).
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A través de la via Entner-Doudoroff, A. vinelandii puede asimilar la glucosa y dirigir la fuente
de carbono hacia la sintesis de alginato (Still and Wang et al., 1964). La sintesis del precursor
activado (GDP-acido manuronico) del alginato se lleva a cabo en el citosol. La actividad
fosfomanosa isomerasa de AlgA cataliza la isomerizacién de fructosa-6-fosfato (F6P) a
manosa-6-fosfato (M6P), posteriormente la fosfomanomutasa AlgC isomerisa la M6P a
manosa-1-fosfato (M1P). En este punto, la actividad GDP-manosa pirofosfatasa de AlgA
cataliza la hidrdlisis del GTP de la M1P para formar GDP-manosa, la cual es oxidada por AlgD,
una GDP-manosa deshidrogenasa, al precursor activado GDP-acido manurdnico (Hay et al.,

2013).

La polimerizacién de GDP-acido manurénico es llevada a cabo por un complejo de polimerizacion
conformado por una glicosil transferasa Alg8 y una co-polimerasa Alg44, ambas proteinas se
encuentran ubicadas en la membrana interna. Este complejo de polimerizacion es activado
mediante la unién del segundo mensajero c-di-GMP a un dominio PilZ en Alg44 (Urtuvia et al.,

2017).

La glicosiltransferasa Alg8 controla la transferencia de acido manurdnico del precursor activado a
la cadena de alginato en crecimiento. La catdlisis en esta reaccidén de polimerizacién implica una
inversion de la configuracién anomérica en el centro de reaccidn, ya que los sustratos (GDP-acido
manuroénico y la cadena de alginato en crecimiento) son azucares difosfo de nucledtidos con

enlaces a que forman un producto con un enlace  (Remminghorst, 2007).

El 4cido polimanurdnico resultante es transportado al periplasma por un andamiaje de proteinas
conformado por AlgX, AlgG y Algk. Una vez en el periplasma, algunos de los residuos de
manuronato pueden modificarse a través de la adicidén de grupos acetilo en las posiciones 2 y/o 3.
Esta reaccidn de acetilacidn es llevada a cabo por un complejo acetilasa compuesto por Algl, AlgV y

AlgF y por la accion de la proteina AlgX (Urtuvia et al., 2017; Riley et al., 2013).

Los residuos de manuronato no acetilados pueden ser epimerizados a guluronato mediante la
accion de AlgG, una epimerasa que también se ubica en el periplasma, y por siete epimerasas de

manuronato C-5 homdlogas (AlgE1 — E7), localizadas en el espacio extracelular (Ertesvag, 2015).
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Adicionalmente, AlgG junto con AlgX y AlgK tienen funcidn estructural para transportar la cadena
de polimero hasta AlgJ, una porina ubicada en la membrana externa, que secreta la cadena de

alginato hacia el exterior de la célula (Urtuvia et al., 2017).

2.5 Influencia de la disponibilidad de oxigeno sobre la produccién de alginato

La velocidad de transferencia de oxigeno mdxima y la tension de oxigeno disuelto (TOD) son
parametros importantes que determinan la produccién y las caracteristicas fisicas y quimicas del

alginato.

Para A. vinelandii, la concentracidn critica de oxigeno (definida como la concentracidn de oxigeno
disuelto a la que la velocidad especifica de crecimiento es el 95% de la tasa maxima de
crecimiento) es del 4 %, por lo que tensiones de oxigeno disuelto por arriba y por debajo de este
valor se denominan condiciones de limitacidn y no limitacién de oxigeno, respectivamente (Flores
et al.,, 2013). Una condicion de limitacion de oxigeno es aquella en la que la velocidad de
transferencia de oxigeno maxima no satisface el consumo de oxigeno del cultivo (Garcia-Ochoa et

al., 2010).

Cuando A. vinelandii es cultivada en condiciones de no limitacién de oxigeno (TOD =5 %) y en
presencia de una fuente de nitrégeno, produce alginato con pesos moleculares de 42 kDa;
mientras que, en condiciones de limitacion de oxigeno (TOD = 1 %), los pesos moleculares se

encuentran por encima de los 1 000 kDa (Flores et al., 2013).

Diaz-Barrerra et al. (2007) evaluaron el efecto de la velocidad de transferencia de oxigeno maxima
en condiciones de diazotrofia sobre el peso molecular del alginato producido por la cepa
ATCC9046 de A. vinelandii en reactores de 3 L en condiciones de baja transferencia de oxigeno
maxima. Cuando la VTO maxima del sistema se incrementé de 3 a 9 mmol/L h, la produccion de
alginato también incrementd de 0.5 a 1.5 g/L. Sin embargo, este incremento afectd negativamente

el peso molecular que disminuyd de 1 560 a 220 kDa, para dichos valores de VTOnsx.

Este comportamiento también se ha observado en matraces agitados, ya que cuando la VTOmasx €s
de 1 mmol/L h, la concentracion de alginato es de casi 2 g/L, en comparacién con una mayor

VTOmsx de 6 mmol/L, en donde la concentracidn se encontré entre 5y 6 g/L. Este incremento en la

11



2. Antecedentes

VTOmsx condujo a una disminucidn del peso molecular de 2 200 a casi 1 700 kDa (Pefia et al., 2011,

Goémez-Pazarin et al., 2015).

2.6 A. vinelandii AT9

A. vinelandii AT9 es una cepa mutante derivada de la cepa silvestre ATCC9046, que tiene
inactivado el gen mucG. Este gen codifica para la proteina de membrana interna MucG, la cual
posee un dominio fosfodiesterasa (PDE) y otro dominio de diguanilato ciclasa (CDG), este ultimo
inactivo; de esta manera MucG estd involucrada en la degradacién del segundo mensajero bis-

(3’,5’)-monofosfato de guanosina ciclico (c-di-GMP).

c-di-GMP es una molécula intracelular pequefia y difusible utilizada por las bacterias para convertir
estimulos ambientales en una respuesta celular (Mills et al., 2011). c-di-GMP se sintetiza a partir
de GTP por accion de DGC. El c-di-GMP se une especificamente a moléculas efectoras que actuan
como sensores que detectan sefales internas o externas que pueden modular respuestas
celulares a nivel transcripcional, traduccional y post-traduccional (Mills et al., 2011; Hengger et al.,

2019).

Este segundo mensajero es esencial para la activacion del complejo de polimerizacion del alginato
Alg8-Alg44, por union al dominio PilZ de Alg44, lo que regula post-traduccionalmente la actividad
de la polimerasa Alg8 (Ahumada-Manuel et al., 2017). De esta manera, la cepa mutante AT9 es

capaz de producir alginato de mayor peso molecular, respecto a su cepa parental.

En cultivos desarrollados en matraces agitados con la cepa GG9 (mutante derivada de la cepa
silvestre AEIV de A. vinelandii que posee la misma mutacién que la cepa AT9), la produccion de
alginato se incremento dos veces (2.6 g/L), respecto a lo producido (1.3 g/L) por su cepa parental
(Ahumada-Manuel et al., 2017). Mientras que con la cepa silvestre AEIV, el peso molecular
promedio del alginato fue de 596 kDa. En ausencia de MucG el peso molecular promedio del

alginato incrementd a 1 451 kDa.

De lo anterior se concluyd que la ausencia de la actividad fosfodiesterasa de MucG condujo a un
aumento en la concentracion del segundo mensajero c-di-GMP, lo que provoca una mayor
actividad del complejo Alg8-Alg44 dando como resultado la sintesis de alginato de mayor peso

molecular.
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Garcia et al. (2020) evaluaron el potencial de la cepa AT9 para la produccion de alginato de alto
peso molecular en cultivos en matraces agitados bajo condiciones de microaerofilia (VTOmsx = 5.2
mmol/L h). La concentracidon de alginato alcanzada fue de 3.8 + 0.2 g/L con pesos moleculares por

encima de los 3 000 kDa y una capacidad viscosificante de 1.75 £ 0.08 mPa s L/g de alginato.

Hay que recordar que la cepa AT9 posee el mismo fondo genético que la cepa silvestre ATCC9046,
la cual es considerada como sobre productora de alginato y con la cual, las mayores pesos
moleculares se presentan en condiciones de velocidad de transferencia de oxigeno mdaxima por
debajo de los 5 mmol/L h (Diaz-Barrera et al., 2007; Pefia et al., 2011; Gomez-Pazarin et al., 2015);
por lo que la cepa AT9 cultivada en condiciones de baja transferencia de oxigeno maxima (VTOmax

<5 mmol/L h) podria permitir la produccidn de alginato de alto peso molecular (PM >3 000 kDa).

2.7 Biosintesis de PHB por A. vinelandii

A. vinelandii tambien es capaz de poducir PHB, el cual es un homopolimero intracelular de la
familia de los polihidroxialcanoatos, conformado por monomeros de 3-hidroxibutirato. El PHB es
sintetizado en respuesta a un exeso de carbono y almacenado en cuerpos de inclusién
denominados granulos de PHB, como una reserva de fuente de carbono y de energia (Gémez, E.,

2020).

La sintesis de éste polimero esta relacionada con el metabolismo energético, que a la vez se ve
influenciado por la disponibildad de oxigeno (Castillo et al., 2020); por lo que la evaluacién de la

produccion del PHB puede ayudar a comprender el uso de la fuente de carbono por la bacteria.
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3. JUSTIFICACION

La ausencia de la actividad fosfodiesterasa de la proteina MucG en la cepa AT9 de A. vinelandii
conduce a un aumento en la concentracion del segundo mensajero c-di-GMP, involucrado en la
activacion del complejo de polimerizacion de alginato Alg8-Alg44, lo que resulta en la sintesis de
alginato con pesos moleculares de hasta 3 100 kDa.

Con la cepa parental, la ATCC9046, el uso de condiciones de baja transferencia de oxigeno maxima
(VTOmax < 5 mmol/L h) permite la produccion de alginato con pesos moleculares por encima de los
2 000 kDa; por lo que se espera que el uso de la cepa AT9 en condiciones de limitacidn de oxigeno

permitird la produccion de alginato con pesos moleculares superiores a los 3 000 kDa.

Adicionalmente, la caracterizacidn cinética de la produccidn de alginato por la cepa AT9 permitird
optimizar las condiciones de cultivo para la produccién de alginato de alto peso molecular,
derivado del interés biotecnoldgico que existe para su aplicacidn en las industrias farmacéuticas y

biomédicas.
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4. HIPOTESIS

El empleo de condiciones de cultivo de baja transferencia de oxigeno maxima en el intervalo de 2
a 5 mmol/L h en cultivos de la cepa AT9 de A. vinelandii permitird obtener alginato con pesos

moleculares iguales o superiores a los obtenidos con el alginato producido con la cepa parental.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Realizar cultivos lote en reactores de 3 L con la cepa AT9 de A. vinelandii bajo diferentes
condiciones de transferencia de oxigeno maxima en un intervalo de 2 a 15 mmol/L h, a través de
cambios en la velocidad de agitacidn para evaluar el potencial de la cepa AT9 para la sintesis de

alginato de alto peso molecular (PM > 3 000 kDa).

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Generar tres diferentes velocidades de transferencia de oxigeno maxima para evaluar su efecto

sobre la produccidon y el peso molecular del alginato producido por la cepa AT9.

2. Analizar la evolucion del peso molecular del alginato a través del tiempo de cultivo y su relacién
con la cantidad producida para determinar la influencia que tienen dichas propiedades sobre la

capacidad viscosificante del polimero.

3. Conocer el peso molecular y el grado de acetilacion del alginato producido por la cepa AT9 para

evaluar su contribucién a la viscosidad del caldo de cultivo y a la calidad del producto.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Se evalud la produccién de alginato y se analizaron sus caracteristicas fisicoquimicas (peso
molecular, grado de acetilacién y capacidad viscosificante) en cultivos con las cepas AT9 y
ATCC9046 de A. vinelandii en reactor de 3 L bajo condiciones de transferencia de oxigeno maxima

entre 2y 15 mmol/L h.

Para generar diferentes velocidades de transferencia de oxigeno maxima se utilizaron diferentes

velocidades de agitacién entre 200 y 500 rpm, sin control de la TOD.

El medio de cultivo utilizado fue el medio Burk modificado reportado por Pefa et al. (2011) v el

cual contiene sacarosa como fuente de carbono y extracto de levadura como fuente de nitrégeno.

Velocidad de agitacion | 200 rpm | | 370 rpm | | 500 rpm |
Regidn de velocidad de transferencia de | 2-4mmol/Lh | | 5-7 mmol/Lh | | 12-15 mmol/Lh |

oxigeno esperada

Figura 6.1. Estrategia experimental seguida durante el desarrollo del presente trabajo.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Cepas de Azotobacter vinelandii y preservacion de cepas

Los experimentos se desarrollaron utilizando la cepa silvestre de Azotobacter vinelandii ATCC9046
y la mutante AT9, carente de la proteina de membrana interna MucG (Ahumada-Manuel et al.,

2017).

Las cepas se conservaron en glicerol al 80 %, a una temperatura de -70 °C. La preparacion de la
suspension celular en glicerol se realizé de la siguiente manera. La bacteria se crecié en un matraz
de 500 mL con 100 mL de medio Burk enriquecido con sacarosa y extracto de levadura (seccion
7.2) a 200 rpm y 29 °C por 24 horas. El caldo de cultivo se mezcld, en condiciones estériles, con

una suspensidn acuosa de glicerol al 80 % (p/v), en una relacién 1:1 (suspensidn celular: glicerol).

Para la activacion de la cepa para la generacién del indculo, del glicerol se tomaron dos azadas y se
estriaron en una caja Petri con medio Burk modificado. Para el caso de la cepa AT9, al medio Burk
modificado se le agregd espectinomicina en una concentracion de 30 pg/mL. Las cajas inoculadas
se incubaron a 29 °C por 48 horas o hasta alcanzar un crecimiento celular suficiente para

resembrar tres cajas Petri.

7.2 Medio de cultivo

Se utilizé el medio Burk modificado con sacarosa y extracto de levadura. La composicidn del medio

se muestra en la tabla 7.1.

Para la preparacién del medio se elaboraron tres soluciones: Solucion A (CaSQO,), Solucion B (NaCl,
MgS0O4, Na;Mo y FeSQ,) y Solucién C (K;HPO4, KH4PO4, MOPS, extracto de levadura y sacarosa), a
esta Ultima se le ajustd el pH a 7.2 con NaOH 2 N. Las tres soluciones se esterilizaron a 121 °C por

20 minutos y posteriormente se mezclaron en condiciones estériles.

Las soluciones A y B representaron, cada una, el 10 % del volumen de trabajo; mientras que la
solucidon C representd el 70 % del volumen de trabajo. El 10 % restante estuvo conformado por el

inéculo.
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Tabla 7.1. Composicidn del medio Burk-sacarosa y extracto de

levadura
Go e Concentracion
(g/L)
CaS0q4 0.05
NacCl 0.2
MgSO4 7H,0 0.2
Na;Mo 2H,0 0.0029
FeSO4 7H20 0.027
K2HPO4 0.66
KH2PO4 0.16
MOPS 1.42
Extracto de levadura 3
Sacarosa 20
Agar (solo para medio sélido) 18

7.3 Generacion del inoculo

El desarrollo del indculo se realizé en dos etapas. En la primera etapa se tomd una azada de las
cepas crecidas en las cajas Petri para su activacion y se estrié en nuevas caja Petri con medio Burk

modificado, dichas cajas se incubaron a 29 °C por 48 h.

En la segunda etapa, se tomaron dos azadas de las colonias formadas en la caja Petri, las cuales se
resuspendieron en un matraz de 500 mL con 100 mL de medio Burk modificado y se incubd a 200
rpm a 29 °C por 20 — 24 horas hasta alcanzar una absorbancia de 0.16 £ 0.02 (A = 540 nm, con una

dilucién 1:50). El volumen del inéculo fue de 10 % del volumen de trabajo.

7.4 Cultivos lote en biorreactor

Los cultivos se desarrollaron en biorreactores Applikon de 3 L con un volumen de trabajo de 2 L,

equipado con dos turbinas Rushton de 6 paletas planas. La relacién entre el didametro del impulsor
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y el diametro del tanque (D/T) fue de 0.35. La velocidad de aireacién fue de 1 L/min y se efectud

por burbujeo a través de un difusor de 7 orificios al fondo del reactor.

Los cultivos se desarrollaron a 29 °C por 72 horas, sin control de oxigeno disuelto ni pH y utilizando

tres velocidades de agitacion: 200, 370 y 500 rpm.

La tension de oxigeno disuelto se monitoreo con un electrodo polarogréfico de oxigeno AppliSens

y el pH se monitoreo con un sensor de pH AppliSens.

7. 5 Determinacion de la Velocidad de transferencia de oxigeno maxima

La velocidad de transferencia de oxigeno maxima se determind por el andlisis de gases a la entrada

y salida del biorreactor con un analizador de gases Teledyne Analytical Instruments.

Para calcular la VTO se utilizo la siguiente ecuacion:

yTo = V8
A

(Xi - Xo)

En donde VTO es la velocidad de transferencia de oxigeno (en mmol/L h), Vs es la velocidad de
flujo de aire (en L/h), V. es el volumen de trabajo (en L), Vi es el volumen molar del oxigeno (en
L/mol), X; es la fraccion molar del oxigeno a la entrada del reactor y X, es la fraccion molar del

oxigeno a la salida del reactor.

7.6 Métodos analiticos
7.6.1 Determinacion de la concentracidn de proteina soluble

La proteina se determind por el método de Lowry (Lowry et al., 1951), el cual es un método
colorimétrico, siendo la intensidad de la coloracion proporcional a la concentracién de proteina.
Durante la reaccién se forma un complejo Cu~-proteina, entre los iones Cu~de la solucidon reactiva
y el nitrégeno de los enlaces peptidicos de la proteina, y exponiendo los residuos fendlicos de

tirosina, los cuales reducen al acido tungstico del reactivo de Folin.
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Se prepard una solucién A (con Na;COs al 2 % en NaOH 0.1 N), una solucién B (con tartrato de Nay
K al 2 %) y una solucion C (con CuSO4 al 1 %), con las cuales se prepard una solucidn reactiva (1 %
de solucién C, 1 % de solucion By 98 % de solucidn A). La solucidén reactiva se preparé al momento

de su uso.

Curva de calibracion

Se prepard una curva de calibracidn con estandares de albumina bovina (SIGMA) de acuerdo con

las siguientes concentraciones: 0.1,0.2, 0.4,0.6, 0.8y 1 g/L.

Para el procesamiento de la curva de calibracién se procedio de la siguiente manera:

1. En un tubo de 1.5 mL se colocaron 200 pL de estandar y 1 mL de soluciéon reactiva (recién
preparada), se agitd en un vértex y se dejé reposar por 10 minutos.

2. Se adicionaron 100 pL de reactivo de Folin y fenol de Ciocalteu diluido en agua (relacién 1:1) y
se agitd en voértex. Se dejdé reaccionar en oscuridad por 30 minutos. Posteriormente, se
centrifugd a 11 000 rpm por 2 minutos.

3. La absorbancia se determind a una longitud de onda de 625 nm en un espectrofotémetro
(Genesys 10s UV-VIS).

4. Para la elaboracién del blanco se utilizé agua desionizada y se procesé de la misma manera en

gue se procesaron los estandares.

La ecuacion de la curva para la determinacion de proteina fue:

Absorbancia —0.0327
Proteina (%) 1 262561m

Procesamiento de las muestras

1. Se tomd 1 mL de muestra y se centrifugd a 11 000 rpm por 20 minutos. Se eliminé el
sobrenadante y el paquete celular se resuspendié en 1 mL de agua destilada. La solucién

resultante se diluyé en caso de ser necesario.
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2. El procesamiento de las muestras se realizd de la misma forma en que se procesaron los

estandares.

7.6.2 Determinacion de biomasa por masa seca

La concentracién de biomasa total se determind por masa seca de acuerdo al método reportado

por Gémez-Pazarin (2015).

1. Entubo de 5 mL se colocaron 3 mL de muestra y se adicionaron 300 pL de solucidon de NaCl 1
M y 300 pL de solucién de Na,EDTA 0.1 M. Se mezcld y se centrifugd a 11 000 rpm a 25 °C por

20 minutos.

2. Se elimind el sobrenadante y el paquete celular se recuperd y se filtré con membranas de

0.45 pum, previamente llevadas a peso constante.

3. Las membranas con la biomasa humeda se secaron a 80 °C por 24 horas, hasta alcanzar un

peso constante.

4. Las membranas con biomasa seca se enfriaron por dos horas en desecador al vacio.

5. Finalmente, se pesaron y el peso de la biomasa se determind por diferencia de masa.

7.6.3 Consumo de sacarosa

La concentracidon de sacarosa se determiné por el método de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico)
(Miller G., 1959), el cual se basa en la determinacion de grupos carbdnicos libres de los azlcares
reductores, a través de una reaccidon redox entre el acido 3,5-dinitrosalicilico y los azlcares
reductores, dando como producto acido 3-amino, 5-nitrosalicilico que provoca una coloracidn

marrdn oscuro cuya intensidad es proporcional a la cantidad de azucares reductores.

Se prepard una solucidn de DNS conformada por NaOH 16 g/L, tartrato de sodio y potasio 300 g/L
y DNS 10 g/L, cada componente se adiciond a la solucién en el orden mencionado. Para el caso del

DNS, la solucién se calentd y el DNS se adiciond lentamente para evitar precipitacion.
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Se prepard una solucién de amortiguador de citratos con un pH de 4.6. Se prepard una solucién de
acido citrico 3.9 g/L a la cual se le adiciondé lentamente una solucién de citrato de sodio 182 g/L

hasta alcanzar un pH de 4.6.

Se preparé una solucion enzimatica de B-fructofuranosidada (marca Gist-Brocades, con una
actividad de 243 U/mg a 40 °C). Se pesaron 2.5 mg de la enzima y se disolvieron en 1 mL de

amortiguador de citratos.

Se prepard una curva de calibracién con estandares de sacarosa de acuerdo con las siguientes

concentraciones: 0.05, 0.1,0.2,0.4, 0.6, 0.8 y 1 g/L.
Para el procesamiento de la curva de calibracién se procedio de la siguiente manera:

1. Enuntubo de 1.5 mL se colocaron 90 plL de estandar y 10 plL de solucién enzimdtica, se agité
en voértex y se dejo reaccionar por 10 minutos a temperatura ambiente.

2. Se adicionaron 100 uL de DNS, se agitd en vortex y el tubo se sumergid en agua en ebullicidn
por 5 minutos e inmediatamente después se coloco en hielo para detener la reaccion.

3. Seagregd 1 mL de agua desionizada y se agitd en vortex.

4. La absorbancia se midid a una longitud de onda de 540 nm en un espectrofotdmetro
(Genesys 10s UV-VIS).

5. Para la elaboracion del blanco, se utilizé agua destilada y se procesd de la misma manera en

gue se procesaron los estandares.

La ecuacion de la curva para la determinacién de sacarosa fue:

Sacarosa (%) Absorbanc(l)a;g(;gm + 0.0068

Procesamiento de las muestras

1. El consumo de sacarosa se midid en el caldo de cultivo libre de células, por lo que las
muestras se centrifugaron a 11 000 rpm por 20 minutos a 25 °C. Se recuperd el sobrenadante
y se realizé una dilucidén con agua destilada en una relacién 1:20.

2. El procesamiento se realizd de la misma forma en que se procesaron los estandares.

23



7. Materiales y métodos

7.6.4 Determinacion espectrofotométrica de alginato por el método de carbazol

La produccién de alginato se determind a través de la cuantificacion espectrofotométrica de

acidos urdénicos con carbazol de acuerdo al método reportado por Ahumada-Manuel et al. (2017).

Se prepar6 una solucién de borato/acido sulfirico de la siguiente manera: se pesaron 24.7 g de
acido bédrico y se disolvieron en 30 mL de agua desionizada con poca agitacién y ligero
calentamiento. Se afadieron 10.09 g de KOH para disolver completamente el acido bérico y se
llevd a un volumen de 45 mL con agua desionizada tibia para impedir precipitacién de borato.
Finalmente, a 975 mL de H,SO4 concentrado se le anadieron lentamente 25 mL de la solucidén de

borato. La solucidn final se conservé en refrigeracién y en oscuridad.
Se prepard una solucién de carbazol al 0.1 % en etanol absoluto.

Se prepard una curva de calibracién con estandares de alginato algal de acuerdo con las siguientes

concentraciones: 0.05,0.1,0.2,0.4, 0.6,0.8y 1 g/L.
Para el procesamiento de la curva de calibracion se procedié de la siguiente manera:

1. Enuntubo de 1.5 mL, se colocaron 200 uL de estandar y se colocaron en hielo.

2. A cadatubo se le agregd 1 mL de solucidn fria de borato/4acido sulfurico.

3. Posteriormente se afiadieron 100 uL de solucidn de carbazol y se agitaron por 10 segundos.

4. Los tubos se calentaron a 55 °C por 30 min y posteriormente se dejaron enfriar a temperatura
ambiente.

5. La absorbancia se midié a una longitud de onda de 530 nm en un espectrofotometro
(Genesys 10s UV-VIS).

6. Para la elaboracion del blanco, se utilizé agua destilada y se procesé de la misma manera en

gue se procesaron los estandares.

La ecuacion de la curva para la determinacion de alginato algal fue:

Absorbancia + 0.0514
Alginato (%) = > 25205;"1
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Procesamiento de las muestras y determinacién del contenido de alginato

1.

En un tubo de 1.5 mL se colocéd 1 mL de caldo de cultivo y se centrifugd a 11 000 rpm por 20
minutos a 25 °C.

Se recuperd el sobrenadante y se colocé en un tubo de con 3 mL de 2-isopropanol. Se agité
en vortex y la mezcla se dejd reposar por 24 horas a 4 °C, para favorecer la precipitacion del
alginato.

Se recuperd el alginato precipitado y se colocé en tubos de 2 mL. Dichos tubos con el alginato,
se colocaron en una centrifuga al vacio a 60 °C por 24 h para secar el alginato.

El alginato seco se resuspendid en 1 mL de agua desionizada.

El alginato reconstituido se procesé de la misma forma en que se procesaron los estandares.

7.6.5 Determinacion del peso molecular del alginato

El peso molecular del alginato se determind por cromatografia de permeacién en gel (GPC, por

sus siglas en inglés), de acuerdo con el método reportado por Peiia et al. (1997).

Se utilizé una serie de columnas ultrahidrogel 500 y una columna lineal (Waters) acopladas a un

equipo de HPLC con un detector de indice de refraccion (Waters 2414). Como fase movil se utilizd

NaNO; 0.1 M a una temperatura de 35 °C, con un flujo de 0.9 mL/min. El volumen de inyeccion de

los estandares y las muestras fue de 100 pL.

Como referencia del peso molecular se utilizaron pululanos de Aureobasidium pullulans con pesos

moleculares de 5 — 2 500 kDa. Cabe mencionar que no se contd con estandares con pesos

moleculares superiores a los 2 500 kDa, por lo que los pesos moleculares del alginato por encima

de dicho valor fueron valores extrapolados a la curva de calibracidn estandar.

El procesamiento de las muestras se realizé de la siguiente manera:

1.
2.

Se realizaron los pasos 1 -3 de la seccién 7.6.4

Se pesaron 1 —3 mg de alginato seco y se resuspendid en 1 mL de agua desionizada.
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7.6.6 Determinacion del grado de acetilacion del alginato

El grado de acetilacién del alginato se determind por presencia de grupos acetilo por HPLC, de

acuerdo al método reportado por Gémez-Pazarin (2015).

Se utilizé una columna Aminex 87H acoplada a un equipo de HPLC con un detector de arreglo de
diodos (Waters 2996). Como fase movil se utilizé H,SO, 7 mM a una temperatura de 50 °C, con un

flujo de 0.65 mL/min. El volumen de inyeccion de las muestras fue de 100 pL.

Se preparé una curva de calibracion con estandares de acetato de sodio de acuerdo con las

siguientes concentraciones: 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.1 g/L.

La ecuacion de la curva para la determinacién de grupos acetilo fue:

g) _ Area + 3896.76

Grupos acetilo (Z 1757 82956

El procesamiento de las muestras se realizd de la siguiente manera:

Se realizaron los pasos 1 -3 de la seccién 7.6.4
Se pesaron 5 — 10 mg de alginato seco y se resuspendid en 500 ulL de agua desionizada.
Se adicionaron 500 pL de NaOH 1 N, se mezcld y se dejé reaccionar a 80 °C por 2 horas.

Posteriormente, las muestras se enfriaron y se acidificaron con 625 pL de H3PO, 1.5 M.

AN A

El contenido de acido acético se determind por absorcion de luz UV a una longitud de onda de

210 nm.

7.6.7 Determinacion de la viscosidad del caldo de cultivo

La viscosidad del caldo de cultivo se determiné a través de ensayos reoldgicos de acuerdo a lo

reportado por Pefia et al. (2011).

Se utilizé un reémetro AR 1000 (TA Instruments) con una geometria de cono y plato, de 60 mm de

didmetro y un angulo de 1°, en un intervalo de velocidad de deformacién (Y) de 10— 1500 s%, y
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utilizando 1 mL de muestra a 22 °C, la cual se colocé directamente sobre la plataforma del

reémetro sin ningln tipo de tratamiento previo.

La viscosidad aparente se determind empleando la ley de potencia y se reportdé a una velocidad
de deformacién de 300 s?, debido a que esta es la velocidad de deformacién predominante

dentro de un matraz agitado (Wilming et al., 2013).

n=ky"

Donde n es la viscosidad aparente (en Pa s), ) es la velocidad de deformacién (en s?), k es el

indice de consistencia (en Pa s) y m es el indice de flujo (adimensional).

7.6.8 Determinacion de la capacidad viscosificante

La capacidad viscosificante del caldo de cultivo se determiné como la pendiente de una recta del
logaritmo natural de la viscosidad generada (y= 300 s%; 22 °C) en funcién de la concentracién de

alginato, de acuerdo a la relacién reportada por Pefia et al. (2011) y que ha sido empleada para

concentraciones de alginato de hasta 6 g/L (Gomez-Pazarin et al., 2015)

La ecuacion resultante del ajuste exponencial es la siguiente:

N300s-1 = eCV'lalginato]
s

Donde nsoos”es la viscosidad a una velocidad de deformacién de 300 s (en mPa s), CV es la

capacidad viscosificante (en mPa s L/gaiginato) Y [alginato] es la concentracion de alginato

(eng/l).

7.6.9 Determinacion del contenido de PHB

El contenido de PHB en las células se determind por conversion del PHB a acido crotdnico y

posterior analisis por HPLC de acuerdo al método reportado por Gémez et al. (2020).
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Se utilizé una columna Aminex 87H acoplada a un equipo de HPLC con un detector de arreglo de
diodos (Waters 2996). Como fase movil se utilizé H,SO, 5 mM a una temperatura de 50 °C, con un

flujo de 0.65 mL/min. El volumen de inyeccidn de las muestras fue de 20 pL.

Como referencia del contenido de PHB, se montd una curva de calibracion utilizando estandares
de PHB comercial a las siguientes concentraciones: 0.0001, 0.0005, 0.001, 0.002, 0.004 0.006,
0.008 y 0.01 g/L.

La ecuacion de la curva para la determinacidn de acido crotdnico fue:

g) _ Area — 70 980.86

Acido croténico (Z 155 281 606.81

El procesamiento de las muestras se realizé de la siguiente manera:

Se pesaron 5 mg de biomasa seca y se colocaron en un tubo de 1.5 mL.
Se adicioné 1 mL de H,SO,4 concentrado y se dejé reaccionar a 90 °C por 1 hora.

Una vez las muestras se enfriaron, se realizé una dilucidn 1:100 con agua desionizada.

Eal A

El contenido de acido crotdnico se determind por absorcion de luz UV a una longitud de onda

de 220 nm.

7.7 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé mediante la prueba de t de student con un nivel de confianza del

95 %, de acuerdo a lo descrito por Box et al. (1989).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Los cultivos se desarrollaron en condiciones de limitacion de oxigeno

Para evaluar el efecto de la VTO sobre la produccion del alginato y sus caracteristicas
fisicoquimicas, se utilizaron tres diferentes rangos de VTO, los cuales se modificaron a través del
cambio en la velocidad de agitacidn. Las velocidades de agitacion utilizadas fueron 200, 370 y 500

rpm.

Cabe mencionar que aparte de la velocidad de transferencia de oxigeno, la velocidad de agitacién
también estd relacionada con las caracteristicas hidrodinamicas del caldo de cultivo y por lo tanto
al estrés hidrodindmico al que podrian estar sometidas las células. Sin embargo, se ha observado
que en cultivos en fermentador de Escherichia coli (Hewitt et al., 1998) y Corynebacterium
glutamicum (Chamsartra et al., 2005) variaciones en la velocidad de agitacidon no dafian a las
células ni provocan cambios en la respuesta fisiolégica mas allad de los esperados relacionados al
crecimiento celular y a la formacién del producto de interés. Se sugiere que esta falta de respuesta
celular es debido a que el tamafio de E. coli y C. glutamicum (2 — 6 um) es menor que la
microescala de turbulencia de Kolmogoroff, la cual estad asociada al efecto de la tensién mecanica
a la que se someten las células y a la tasa de disipacidon de energia del sistema (Chamsartra et al.,

2005).

De acuerdo a lo anterior y a que el tamafio de A. vinelandii es de aproximadamente 2 um, se
espera que en el presente trabajo cualquier cambio observado en la respuesta celular se deba al

efecto de la VTO y no a la tensién dinamica provocada por la agitacién.

En la Figura 8.1a y 8.1b se muestran los perfiles de transferencia de oxigeno para las cepas AT9 y

ATCC9046 para las tres condiciones de agitacion evaluadas.

Para las tres condiciones, la VTO se incrementd rapidamente desde las primeras horas del cultivo
como resultado de la alta tasa respiratoria de A. vinelandii, debido a su metabolismo aerébico.
Esta alta tasa respiratoria condujo a que las tres condiciones evaluadas se desarrollaran bajo

limitacién de oxigeno.

Para los cultivos desarrollados a 200 rpm con la cepa AT9, la limitacién de oxigeno se evidencid

por la presencia de una zona “plateau” desde el inicio del cultivo hasta las 36 horas con un valor
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maximo alrededor de 3.6 mmol/L h, después de lo cual, la VTO disminuyé rapidamente a valores

alrededor de 1 mmol/L h.

Por otro lado, en la condicidn desarrollada a 370 rpm, dicha limitaciéon de oxigeno se presentd
entre las 2 y 24 horas de cultivo con una VTO méaxima de 6.8 mmol/L. A las 25 horas de cultivo, la
VTO disminuy6 rapidamente a valores alrededor de los 2 mmol/L h. Mientras que los cultivos
desarrollados a 500 rpm mostraron un incremento en la VTO en las primeras 5 horas de cultivo
con una limitacidn de oxigeno entre las 5 y las 12 horas, con una VTO maxima de 12.4 mmol/L h;

posteriormente, la VTO disminuyé a valores alrededor de los 3 mmol/L h a las 16 horas de cultivo.

Respecto a los cultivos desarrollados con la cepa ATCC9046, la condicion de 200 rpm mostrd
limitacion por oxigeno desde las 3 horas y hasta las 24 horas de cultivo, con una VTO maxima de
3.2 mmol/L h. Los cultivos desarrollados a 370 rpm mostraron limitacion por oxigeno entre las 5y
las 24 horas de cultivo con una VTO maxima de 6.7 mmol/L h. A las 25 horas la VTO cayo a valores
entre los 2.5 y 3 mmol/L h. Para la condicién desarrollada a 500 rpm, la VTO se incrementd a 8
mmol/L h a las 5 horas de cultivo. Sin embargo, mostré un segundo incremento a las 11 horas y
alcanzando un valor maximo de 11.7 mmol/L h, después de lo cual, la VTO cayd rapidamente a
valores alrededor de 4.5 mmol/L h, seguido de un incremento gradual a 7 mmol/L h para
nuevamente mostrar una fuerte caida a 3.5 mmol/L h a las 24 horas de cultivo. Este
comportamiento que se observd entre las 12 y las 24 horas de cultivo no se habia observado
anteriormente para esta cepa y posiblemente puede deberse a una interferencia causada por la

humedad presente en el gas a la salida del reactor.

De aqui en adelante, cada condicidn de agitacion evaluada se referira de acuerdo a la VTO mdaxima
que presentd. También, las condiciones de VTO de 3.6 y 3.2; de 6.8 y 6.7; y de 12.4 y 11.7 mmol/L
h se referiran como baja, intermedia y alta transferencia de oxigeno, respectivamente para las

cepas AT9 y ATCC9046.

Por otro lado, en las figuras 8.1c y 8.1d se muestran los perfiles de TOD de los cultivos
desarrollados con las cepas AT9 y ATCC9046 para las tres condiciones de VTOn:x evaluadas. Para
ambas cepas, en los cultivos desarrollados a baja VTO, los valores de TOD cayeron a 0 % desde las
3 horas de cultivo y permanecieron en ese valor hasta el final del cultivo. Para los cultivos a una
VTO intermedia, con ambas cepas, la TOD fue de 3.5 % a partir de las 4 horas del cultivo. Para la

condicién de mayor VTO, para ambas cepas, la TOD oscild entre el 3 y 4 %, desde las 6 horas de
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cultivo. Dados los valores de TOD, es evidente que para las tres condiciones de VTOmsx evaluadas,
para ambas cepas, la tensién de oxigeno disuelto se encontré por debajo del valor de TOD critico
(TOD= 4 %), por lo que se confirma que los cultivos se desarrollaron en limitacién de oxigeno, al

menos a partir de las 4 horas de cultivo.
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Figura 8.1. Velocidad de transferencia de oxigeno para los cultivos desarrollados bajo
diferentes condiciones de agitacién para la cepa AT9 (a) y la cepa ATCC90 (b) de A.
vinelandii. Tensidon de oxigeno disuelto para los cultivos con la cepa AT9 (c) vy
ATCC9046 (d) bajo diferentes condiciones de transferencia de oxigeno maxima.

8.2 El incremento en la VTOnmsx favorecio el crecimiento celular

En las figuras 8.2a y 8.2b se muestran las cinéticas de crecimiento celular con base en la
acumulacién de biomasa para las tres condiciones de VTOnix evaluadas para las cepas AT9 y
ATCC9046, respectivamente. Para la cepa AT9, el cultivo con una VTOmz de 3.6 mmol/L h alcanzé
una concentracion de biomasa méaxima de alrededor de 2.63 + 0.08 g/L a las 36 horas de cultivo;

mientras que para las condiciones de 6.8 y 12.4 mmol/L h, las mayores concentraciones se
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alcanzaron a las 24 horas de cultivo y fueron de 3.71 £ 0.20 y 4.84 + 0.22 g/L, respectivamente.
Para el caso de los cultivos desarrollados con la cepa ATCC9046, los maximos valores de biomasa
se alcanzaron a las 24 horas de cultivo. Para las condiciones de 3.2 y 6.7 mmol/L h, las
concentraciones maximas fueron de 2.68 + 0.22 y 3.46 + 0.09 g/L, respectivamente; mientras que,
para la condicién de mayor transferencia, la maxima concentracion fue de 4.89 + 0.60 g/L. Para
todos los cultivos, el momento en el que se alcanzaron las mayores concentraciones de biomasa,
coinciden con el final de la fase de crecimiento exponencial y con el comienzo de la fase
estacionaria, lo cual indica un cambio en el metabolismo celular y que es evidenciado por las

rapidas caidas en los perfiles de VTO entre las 24 y 36 horas de cultivo (Figura 8.1)

Las concentraciones maximas de biomasa obtenidas en las condiciones de baja transferencia de
oxigeno maxima para ambas cepas, son comparables a las concentraciones de 2.8 g/L reportadas
por Diaz-Barrera et al. (2007) para valores de VTOmsx Ssimilares en cultivos en biorreactor con la
cepa ATCC9046. Para las tres condiciones de VTOmsx evaluadas, la produccién de biomasa maxima
entre ambas cepas, no presentd diferencias significativas, lo que indica que el crecimiento celular
medido como biomasa no se vio afectado por la ausencia de la actividad fosfodiesterasa de MucG
y el incremento del segundo mensajero c-di-GMP solo afecta de forma local la actividad del

complejo Alg8-Alg44.

En general, se observé que el incremento en la velocidad de transferencia de oxigeno maxima
favorecié la acumulacion de biomasa, lo cual se vio reflejado en un incremento en la velocidad
especifica de crecimiento (u), (Tabla 8.1), ya que para las cepas AT9 y ATCC9046, en condiciones
de baja transferencia de oxigeno mdaxima, las velocidades de crecimiento fueron de 0.08 = 0.003 y
0.07 +0.003 h'%, respectivamente. Mientras que, para la condicién intermedia de transferencia de
oxigeno maxima, las velocidades de crecimiento fueron de 0.12 + 0.004 y 0.10 + 0.002 h?,
respectivamente. Finalmente, los valores de u para los cultivos desarrollados en condiciones de
alta transferencia de oxigeno méxima, fueron de 0.14 + 0.005 y 0.12 + 0.007 h}, para las cepas

AT9 y ATCC9046, respectivamente.
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Figura 8.2. Crecimiento celular medido como a y b) biomasa, c y d) proteinay ey f)
consumo de sacarosa de cultivos de A. vinelandii desarrollados a diferentes velocidades de
transferencia de oxigeno maxima. a, c y e corresponden a la cepa AT9. b, d y f corresponden a

la cepa ATCC9046.

Tiempo de cultivo (h)

Tiempo de cultivo (h)

Bajo condiciones de alta transferencia de oxigeno maxima, la bacteria muestra mayor crecimiento

celular, respecto a las condiciones de menor transferencia de oxigeno maxima, donde el

crecimiento celular fue menor. Esto es debido a que los principales precursores para el
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crecimiento celular se sintetizan en la via de las pentosas fosfato y en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos y se ha observado que cuando A. vinelandii se cultiva en condiciones de baja
transferencia de oxigeno maxima (2.4 mmol/L h), el flujo de carbono a través de la via de las
pentosas fosfato y a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos disminuye 4.8 y 27.6 veces,
respectivamente, en comparacién con el flujo de carbono que se presenta en condiciones de alta

transferencia de oxigeno maxima (14.6 mmol/L h), (Garcia et al., 2018).

Tabla 8.1. Valores de produccién maxima de biomasa, velocidad especifica de
crecimiento y rendimientos en la produccién de biomasa con base al consumo
de sacarosa para cada cepa bajo diferentes transferencias de oxigeno.

Cepa VTOmsx Biomasamax 7] Rendimiento
(mmoI/L h) (g/L) (h-l) (gbiomasa/gsacarosa)
3.6% #2.62+£0.08 | 0.088 +0.003 20.45+0.03
AT9 6.8 * ®3,71+0.20 | 0.126+0.004 | °0.65+0.16
12.4* €4.84+£0.22 | 0.141 +£0.005 2¢0.48 £0.07
3.2* 32.68+0.22 | 0.070+0.003 0.62 £0.02
ATCC9046 6.7 " 3.46+0.09 | 0.106 +0.002 0.71+0.08
11.7~ €4.89+0.60 | 0.121 £0.007 €0.49 £0.06
En superindice se indica el andlisis estadistico. En cada columna, misma letra indica que no hay diferencia
significativa.

¥ no se compard estadisticamente.

Adicionalmente, también se evalud el contenido de proteina celular soluble (Figuras 8.2c y 8.2d).
Para la condicién de mas baja transferencia de oxigeno maxima, las mayores concentraciones de
proteina fueron estadisticamente iguales, con valores de 0.51 = 0.01 y 0.50 £ 0.03 g/L para la AT9
y la ATCC9046. Mientras que, para la condicidn intermedia de transferencia, las concentraciones
de proteina de 0.91 *+ 0.05 y 0.38 + 0.04 g/L, fueron significativamente diferentes y para la
condicién de mayor transferencia de oxigeno maxima, se alcanzaron concentraciones de 0.98 *
0.11y 0.78 £ 0.02 g/L, respectivamente para cada cepa, las cuales, también mostraron diferencias

significativas.

De forma similar a la produccién de biomasa, el incremento en la VTOmsx favorecié la produccion

de proteina, lo cual también se vio reflejado en las velocidades especificas de crecimiento (Tabla
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8.2), ya que para las condiciones de transferencia de oxigeno maxima de 3.6, 6.8 y 12.4 mmol/L h
con la cepa AT9, los valores de u fueron de 0.09 + 0.002, 0.10 + 0.001 y 0.11 + 0.004 h’. De forma
similar, con la cepa ATCC9046, las velocidades de crecimiento fueron de 0.08 £ 0.005, 0.10 + 0.002
y 0.12 £ 0.004 h' para VTOs de 3.2, 6.7 y 11.7 mmol/L h, respectivamente.

Tabla 8.2. Valores de produccion maxima de proteina, velocidad especifica de
crecimiento y rendimientos en la producciéon de proteina con base al consumo
de sacarosa para cada cepa bajo diferentes transferencias de oxigeno.

Cepa VTOmax Proteinamax u Rendimiento
(mmol/L h) (g/L) (h?) (8proteinal sacarosa)
3.6% €0.50+0.01 0.092 £0.002 | #°0.086 £ 0.003

AT9 6.8* 20.91+0.05 | ?0.100+0.001 | 0.160+0.033
12.4* 20.98+£0.11 0.110+0.004 | 290.098 +0.016
3.2*% €0.50£0.03 | 0.085%0.005 | °€0.093 +0.007

ATCC9046 6.7 0.38+0.04 |20.099+0.002 | °0.073+0.013
11.7* 0.78 £0.02 0.117 +0.004 | *90.079 +0.001

En superindice se indica el andlisis estadistico. En cada columna, misma letra indica que no hay diferencia
significativa.
¥ no se comparo estadisticamente.

En las figuras 8.2e y 8.2f se muestra el consumo de sacarosa a través del tiempo y se observa que
el consumo aumentd al incrementarse la transferencia de oxigeno maxima. Sin embargo, para
ninguna condicién de VTO se agoté la fuente de carbono, siendo las concentraciones de sacarosa
al final del cultivo de 10.43 +2.01, 7.98 £ 1.15y 4.33 + 1.33 g/L para 3.6, 6.8 y 12.4 mmol/L h con
la cepa AT9, respectivamente, y de 12.25 + 1.36, 7.72 £0.42 y 2.99 + 0.50 g/L, para las condiciones
de VTOms de 3.2, 6.7 y 11.7 mmol/L h con la cepa ATCC9046. Para todos los cultivos, las
concentraciones finales de sacarosa se encontraron por encima del valor de la constante de
afinidad de la sacarosa (Ks) de 0.1 g/L, reportada por Diaz-Barrea et al. (2018). Concentraciones de
sacarosa por encima de Ks, sugieren que los cultivos no se encontraron limitados por la fuente de

carbono.

Los rendimientos de biomasa con respecto al consumo de sacarosa para la cepa AT9 fueron de

0.45 * 0.03, 0.65 *+ 0.16 y 0.48 * 0.07 Ebiomasa/8sacarosa Para 3.6, 6.8 y 12.4 mmol/L h,
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respectivamente. Mientras que para la cepa ATCC9046 los rendimientos para las condiciones de
VTOma’x de 3.2, 6.7 y 11.7 mmO'/L h fueron de 0.62 i 0.02, 0.71 i- 0.08 y 0.49 i 0.06 gbiomasa/gsacarosa,

respectivamente (Tabla 8.1).

Por su parte, los rendimientos de proteina con respecto a la sacarosa para la cepa AT9 fueron de
0.08 + 0.003, 0.16 + 0.033 y 0.10 * 0.016 gproteina/Bsacarosa Para 3.6, 6.8 y 12.4 mmol/L h,
respectivamente. Mientras que para la cepa ATCC9046 los rendimientos para las condiciones de
VTOmsx de 3.2, 6.7 y 11.7 mmol/L h fueron de 0.09 + 0.007, 0.07 = 0.013 y 0.08 £ 0.001

Sproteina/ Esacarosa, respectivamente (Tabla 8.1).

Los rendimientos de produccidn de biomasa y proteina con base en el consumo de sustrato para la
cepa AT9, muestran que al incrementarse la VTOmsx de 3.6 a 6.8 mmol/L h, la bacteria aprovecha la
fuente de carbono para el crecimiento celular. Sin embargo, al incrementarse la VTOnax a 12.4
mmol/L h, el rendimiento disminuye y es estadisticamente igual al rendimiento obtenido a una
VTOm:sx de 3.6 mmol/L h. Lo anterior, puede deberse a que una mayor VTOnzx favorece un mayor
consumo de la fuente de carbono, la cual no es dirigida completamente hacia el crecimiento
celular, sino que es posible que se utilice para el mantenimiento celular y la sintesis de algunos

otros compuestos, como lo es la produccién de alginato y PHB.

Para el caso de la cepa ATCC9046, los rendimientos de biomasa respecto al consumo de sacarosa
fueron estadisticamente iguales a los de la cepa AT9 (excepto para las condiciones de menor VTO),
derivado de la similitud entre los perfiles de consumo de sustrato y de produccién de biomasa. Por
el contrario, para la produccion de proteina, los rendimientos se encontraron alrededor de 0.08
Sproteina/Gsacarosa (Tabla 8.1) y no se vieron afectados por el incremento en la VTOms, lo cual
contrasta con lo observado para la cepa AT9 y para la misma cepa ATCC9046 cultivada en

condiciones de transferencia de oxigeno mdaxima similares.

8.3 Contenido de PHB no se vio afectado por la VTOmasx

En la figura 8.3 se muestra la produccion de PHB en los cultivos con las cepas AT9 (Figura 8.3a) y
ATCC9046 (Figura 8.3b). Para ambas cepas y para todas las condiciones de VTOmax, la produccién

de PHB estuvo ligada a la fase de crecimiento exponencial y disminuyé durante la fase
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estacionaria. Para las tres condiciones de VTOmsx con ambas cepas la maxima acumulacién de PHB

se presentd a las 24 horas de cultivo y disminuyé a alrededor del 47 % a las 72 horas.

Para las condiciones de VTOms de 3.6, 6.8 y 12.4 mmol/L h con la cepa AT9, la acumulacién
maxima de PHB fue de 87 £ 6.3, 71 £ 4.2 y 80 £ 7.4 %, respectivamente. Para la cepa ATCC9046,

para las mimas condiciones, las maximas acumulaciones fueron de 64 + 3.6, 72 £ 3.8 y 78 £ 5.0 %.

Es bien sabido que, cuando A. vinelandii ATCC9046 es cultivada en condiciones de limitacion de
oxigeno, el contenido de PHB tiende a aumentar, por lo que en las condiciones de menor
transferencia de oxigeno maxima (3.6 y 3.2 mmol/L h), el contenido de PHB deberia ser mayor,
respecto a las condiciones de mayor VTO (12.4 y 11.7 mmol/L h). Sin embargo, no se observa una
relacion clara entre la produccion de PHB y la disponibilidad de oxigeno y las principales
diferencias en la produccién de PHB durante la fase de crecimiento entre ambas cepas, podria
deberse al contenido inicial de PHB, ya que un menor contenido inicial de PHB, conduce a una

mayor acumulacidn de este (Millan et al., 2017).
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Figura 8.3. Contenido de PHB en cultivos de A. vinelandii AT9 (a) y ATCC9046 (b)
desarrollados a diferentes velocidades de transferencia de oxigeno maxima.

Como ya se mencind, la produccién de PHB se favorece en condiciones de limitacién nutricional.
Sin embargo, en el presente trabajo, la produccién de PHB no se vio favorecida en ninguno de los
cultivos realizados, por lo que cabria esperar que en ningun caso los cultivos se encontraron bajo
estrés nutricional y el comportamiento observado podria deberse a otros factores como la

composicion del medio o la evolucion del pH del caldo. Es importante sefialar que a diferencia de

37



8. Resultados y discusion

la mayoria de los trabajos reportados en la literatura, en donde se utilizan sales de amonio como
fuente de nitrégeno o se utilizan condiciones de diazotrofia y/o se mantiene el pH constante, en
el presente trabajo se utilizd extracto de levadura como fuente de nitrégeno y no se controld el

pH.

Dado que el pH del medio disminuyd al incrementarse la VTO y también disminuyd a través del
tiempo de cultivo (Seccién 8.7, Figura 8.13), cabria esperar que estos cambios en el pH pudieran

afectar la actividad de las enzimas involucradas en la sintesis y degradacion del PHB.

8.4 El incremento en la VTOnsx no afectd la produccién de alginato para la cepa AT9

Los perfiles de produccidén de alginato se muestran en las Figuras 8.4a y 8.4b. Para todas las
condiciones con las dos cepas, la mayor produccidn de alginato se presentd durante la fase de
crecimiento exponencial hasta las 24 y 36 horas de cultivo y fue a partir de este momento en que

se alcanzaron las mayores producciones de alginato y se mantuvieron constantes durante el resto

del cultivo.
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Figura 8.4. Perfiles de produccién de alginato en cultivos de las cepas AT9 (a) y
ATCC9046 (b) de Azotobacter vinelandii desarrollados a diferentes velocidades de
transferencia de oxigeno maxima.

Para los cultivos con la cepa AT9, las maximas producciones de alginato no mostraron diferencias
significativas, por lo que la VTOmsx no afectd la produccion de alginato, la cual se encontré

alrededor de 2.92 + 0.09 g/L (ver Tabla 8.3). Sin embrago, como se puede ver en las primeras 24
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horas de cultivo, el incremento en la VTOmsx si favorecié la velocidad de acumulacién del alginato.
Ahumada-Manuel et al. (2017) reportaron un comportamiento similar para la cepa GG9 cultivada
en matraces agitados bajo diferentes velocidades de transferencia de oxigeno maxima, en un
rango de 1 — 5.2 mmol/L h. En dicho trabajo, la produccién de alginato no se vio afectada por la
VTOmsx del sistema. La relaciéon observada en el presente trabajo entre la produccién de alginato y
la VTOmax (Figura 8.5), respaldan la idea de que la proteina mucG controla la actividad del complejo
alginato-polimerasa en funcién de la disponibilidad de oxigeno, por lo que en ausencia de la
proteina MucG, la bacteria no es capaz de sensar la disponibilidad de oxigeno presente en el
medio y por lo tanto la cantidad de alginato producido es igual, independientemente de la VTOmax

del sistema.

Respecto a los rendimientos en la produccidn de alginato en funcién del consumo de sacarosa
para la cepa AT9, los valores fueron de 0.41 = 0.10, 0.31 + 0.04 y 0.29 * 0.06 Zaiginato/Esacarosa, Para
los valores de VTOms de 3.6, 6.7 y 12.4 mmol/L h, respectivamente. Estadisticamente no se
encontraron diferencias, por lo que la VTOnsx tampoco influyd en el rendimiento de la produccién

del alginato respecto a al consumo de sacarosa.

Tabla 8.3. Valores maximos de produccidn de alginato y rendimientos con base al consumo de
sacarosa para cada cepa bajo diferentes velocidades de transferencia de oxigeno.

Cepa VTOmax Alginatomax Rendimiento
(mmol/L h) (g/L) (8atginato/ 8sacarosa)

3.6% 22.83+0.23 ?0.41+£0.10

AT9 6.8% #3.00+0.26 ?0.31+0.04
12.4% 2294 +0.28 20.29 £0.06

3.2~% 1.51+0.09 20.34£0.02

ATCC9046 6.7% 1.85+0.02 20.35 £ 0.007
11.7 % 2.75+0.24 20.29 £0.06

En superindice se indica el andlisis estadistico. En cada columna, misma letra indica que no hay diferencia significativa.

X no se comparo estadisticamente.
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Para los cultivos con la cepa ATCC9046, el incremento en la VTOmsx condujo a un aumento en la
produccidn de alginato (Figura 8.5), pues para las transferencias de oxigeno maximas de 3.2, 6.7 y
11.7 mmol/L h, las concentraciones de alginato fueron de 1.51 + 0.09, 1.85 + 0.02 y 2.75 £ 0.24
g/L, respectivamente. Los rendimientos para dichas condiciones de VTOmax fueron de 0.34 £ 0.02,
0.35 £ 0.04 y 0.29 * 0.007 Zaginato/ sacarosa, respectivamente, las cuales no fueron estadisticamente

diferentes.

Dado que, para ambas cepas, la VTOmsx no influyé en el rendimiento del alginato respecto al
consumo sacarosa, esta tendencia sugiere que la fuente de carbono se esta dirigiendo hacia la

produccidon de algin otro metabolito, posiblemente hacia la produccion de PHB.

Este efecto positivo del incremento de la VTOmsx sobre la produccion de alginato con la cepa
ATCC9046 ya habia sido documentado previamente por Diaz-Barrera et al. (2007) y Pefia et al.
(2011) para cultivos de A. vinelandii ATCC9046 en biorreactor y en matraces agitados,

respectivamente.

BAT9
mATCC9046

w
M

Alginato,s (9/L)
= N

3.6/3.2 6.8/6.7 12.4/11.7
VTOs (mmol/L h)

Figura 8.5. Efecto de la velocidad de transferencia de oxigeno mdaxima sobre la
produccidn maxima de alginato en cultivos con la cepa AT9 (barras azules) y la cepa
ATCC9046 (barras rojas) de A. vinelandii.

Las producciones de alginato con la cepa AT9, se encuentran por debajo de los 3.8 g/L de alginato
producidos por la misma cepa cultiva en matraces agitados en condiciones de VTOmsx de 5.2
mmol/L h (Garcia et al., 2020). De forma similar, la produccién de alginato con la cepa ATCC9046,

contrasta con los 3.7 g/L de alginato reportado por Gémez-Pazarin (2015) para cultivos con la
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misma cepa en reactores de 3 L. Sin embargo, en dicho trabajo no se evalué la velocidad de
transferencia de oxigeno maxima en la que se desarrollaron los cultivos y ademas, la velocidad de

agitacion varié entre 320 y 500 rpm.

Un aspecto importante a considerar, es que, a diferencia de los trabajos antes citados, en el
presente trabajo, la produccidon de alginato se determind espectrofotométricamente por el
método de carbazol (seccién 7.6.4). Lo anterior, debido a que, al realizarse gravimétricamente, se
observd la presencia de cristales, posiblemente derivados de las sales empleadas para la
separacion del alginato y de las sales presentes en el medio de cultivo. Dichas sales pueden
interferir con las cantidades finales de producto, ya que, al determinar el contenido de acidos
urdnicos en las muestras procesadas por gravimetria, se observd que entre el 60 y el 80 % de la
cantidad de producto pesado, correspondia a acidos urdnicos. Por lo anterior, se optd por
determinar la produccién de alginato de acuerdo a la cantidad de 4cidos urdnicos presentes en el
precipitado y sin utilizar las soluciones de NaCl y Na;EDTA empleadas para la separacién del

alginato.

8.5 El alginato de mayor peso molecular se presenté en condiciones de menor VTOnax

En la figura 8.6 se muestra la evolucidn de el peso molecular promedio del alginato producido en
los cultivos con las cepas AT9 (Figura 8.6a) y ATCC9046 (Figura 8.6b). Para la cepa AT9, el mayor
peso molecular promedio fue de 2 927 £ 260 kDa y se presentd en la condiciéon de mas baja
transferencia de oxigeno maxima (3.6 mmol/L h) a las 24 horas de cultivo. Después de ese tiempo,
disminuyd a 908 £ 442 kDa al final del cultivo. Mientras que, para las condiciones de VTOmasx de 6.8
y 12.4 mmol/L h, los mayores pesos moleculares promedio fueron de 2 077 £ 329 y 1 501 + 392
kDa entre las 36 y las 48 horas de cultivo, respectivamente. De forma similar, con la cepa
ATCC9046, en condiciones de baja transferencia de oxigeno maxima fue en donde se presenté el
mayor peso molecular promedio de 2 315 *+ 185 kDa entre las 24 y las 36 horas de cultivo,
posteriormente, disminuyd a valores de 1 205 + 115 kDa al final del cultivo. Por su parte, para las
condiciones de VTOnsx de 6.7 y 11.7 mmol/L h, los pesos moleculares fueron de 1 560 + 170y 1
655 + 40 kDa a partir de las 24 horas de cultivo y se mantuvo constante durante el resto del

cultivo.
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Con la cepa AT9, en condiciones de baja transferencia de oxigeno maxima (3.6 mmol/L h), es
posible obtener alginatos con un peso molecular promedio cercano a los 3 000 kDa (2 927 kDa).
Estos pesos moleculares son comparables a los 3 100 kDa reportados por Garcia et al. (2020) con

la misma cepa (AT9) cultivada en matraces agitados y a una VTOnsx de 5.2 mmol/L h.

Es importante recordar que con la cepa parental (ATCC9046) los maximos pesos moleculares se
han obtenido en una region de VTOn:x por debajo de los 5 mmol/L h (Reyes-Barrera et al., 2003;
Gbémez-Pazarin et al., 2015) y dado el potencial de la cepa AT9 para producir alginato con pesos
moleculares de 3 100 kDa para una VTOmsx de 5.2 mmol/L h, se esperaba que al cultivar a la cepa
AT9 en una region de transferencia de oxigeno maxima por debajo de dicho valor, la cepa AT9
seria capaz de producir alginato con pesos moleculares por encima de los 3 100 kDa. Aunque el
alginato producido en el presente trabajo no superd dicho valor, los maximos pesos moleculares

alcanzados fueron de 2 927 kDa, un valor cercano al obtenido en matraces agitados.

El hecho de que no se haya observado el comportamiento esperado, posiblemente se deba a que
el maximo peso molecular del alginato que puede producir la bacteria es de alrededor de 3 000
kDa y aunque se utilicen condiciones de transferencia de oxigeno maxima aun menores, el peso

molecular no superara dicho valor.

Sin embargo, lo anterior, confirma el potencial de la cepa AT9 para producir alginato con un alto

peso molecular (~ 3 000 kDa).
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Figura 8.6. Peso molecular promedio del alginato producido en cultivos de A.
vinelandii AT9 (a) y ATCC9046 (b) desarrollados a diferentes velocidades de
transferencia de oxigeno méxima.
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La disminucién en el peso molecular del alginato a través del tiempo podria deberse a la actividad
alginato liasa, ya que en ausencia de dicha actividad, A. vinelandii es capaz de sintetizar alginato
de peso molecular uniforme y de baja dispersién durante el desarrollo del cultivo. Sin embargo,
cuando la alginato liasa estd presente, se observa que la enzima alcanza su actividad maxima
durante la fase de crecimeinto estacionario y hay una caida en el peso molecular del alginato

(Trujillo-Rolddan et al., 2004).

Al evaluar el peso molecular del alginato en funcién de la velocidad de transferencia de oxigeno
maxima, es posible observar una relacién inversa entre ambos parametros (Figura 8.7). Este
comportamiento concuerda con lo observado para la cepa GG9, que poseé la misma mutacion
gue la cepa AT9 (Ramos D., 2019) y para la cepa ATCC9046, con la cual, en condiciones de baja
transferencia de oxigeno maxima, se favorece la produccién de alginato de mayor peso molecular
(Diaz-Barrera et al., 2007). Sin embargo, a pesar de presentar el mismo comportamiento, con la

cepa AT9 es posible obterner alginato de mayor peso molecular, respecto al alginato obtenido con

las cepas GG9 y ATCC9046.
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Figura 8.7. Efecto de la velocidad de transferencia de oxigeno maxima sobre el peso
molecular promedio maximo de alginato en cultivos con la cepa AT9 (barras azules) y
la cepa ATCC9046 (barras rojas) de A. vinelandii.

Ahumada-Manuel et al. (2017), reportaron que en cultivos en matraces agitados con la cepa GG9
bajo diferentes condiciones de transferencia de oxigeno maxima (1 y 5.2 mmol/L h) no se

observaron diferencias en el peso molecular. Estos autores propusieron que MucG era la
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responsable de controlar la producciéon y el peso molecular del alginato en funcién de la
disponibilidad de oxigeno, debido a que dicha proteina poseé un dominio PAS (Ahumada-Manuel

et al., 2020) que permite sensar la disponibilidad de oxigeno (Hengge et al., 2019).

Por lo anterior, dichos autores propusieron que en aunsencia de dicha proteina y por lo tanto en
aunsencia de dicho dominio sensible al oxigeno, la bacteria no seria capaz de sensar los cambios
en la disponibilidad de oxigeno, lo que conduciria a la sintesis de alginato con pesos moleculares
similares, independientemente de la transferencia de oxigeno maxima (contrario a lo observado

en el presente trabajo).

Ahumada-Manuel et al. (2020) propusieron que en A. vinelandii, la diguanilato ciclasa AvGReg,
una proteina con un dominio sensor acoplado a globina que une directamente oxigeno, es la
principal fuente de c-di-GMP para la produccion de alginato. También, estos autores observaron
que en condiciones de menor transferencia de oxigeno maxima (1 - 2.5 mmol/L h) los niveles de c-
di-GMP fueron el doble respecto a los determinados en condiciones de mayor transferecia de
oxigeno maxima (5.2 mmol/L h). Por lo que, la actividad del complejo alginato polimerasa Alg8-

Alg44 estd regulada por los niveles de c-di-GMP.

La cantidad de este segundo mesajero, a su vez, esta regulada por la actividad de la
fosfodiesterasa MucG y por la diguanilato-ciclasa AvGReg, en funcién de la disponibilidad de

oxigeno (Ahumada-Manuel et al., 2017; Ahumada-Manuel et al., 2020).

Por lo anterior y dado que con la cepa AT9 se presentaron diferencias en el peso molecular del
alginato en funcidn de la velocidad de transferencia de oxigeno méxima (Figura 8.7), cabria decir
gue, la ausencia de la actividad fosfodiestersa de MucG, permite mantener los altos niveles de c-

di-GMP generados por la actividad de AvGReg en respuesta a una baja disponibilidad de oxigeno.

Adicionalmente se determind el indice de polidispersiéon (IP) del alginato para evaluar su
homogeneidad a través del tiempo de cultivo (Figura 8.8). Para ambas cepas y para las tres
condiciones de VTOmsx evaluadas, la evolucidon de la polidispersion del alginato fue similar.
Durante la primer mitad del cultivo, los valores del IP aumentaron linealmente de 1 hasta un valor
maximo alrededor de 4.1 £ 0.33 para la cepa AT9 y 4.8 + 0.59 para la cepa ATCC9046.
Posteriormente, el indice de polidispersién disminuyd a valores alrededor de 2.5 + 0.46 para

ambas cepas.
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Para ambas cepas, la heterogeneidad del alginato aumentd hasta las 36 horas de cultivo,
momento en que también se presentaron los maximos pesos molecules (Figura 8.6). Después de
ese momento, el tamafio del alginato producido comenzdé a ser mas homogeneo. Dado que a
partir de las 24 - 36 horas, la concentracién de alginato fue constante para todos los cultivos
(Figura 8.4) y que el peso molecular disminuyé o fue constante (Figura 8.6), entonces, el aumento
en la homogeneidad del alginato hacia el final del cultivo, podria deberse a la accién de las

diferentes alginato liasas, generando cadenas de alginato de tamafio mas uniforme al final del

cultivo.
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Figura 8.8. indice de polidispersion del alginato producido en cultivos de A. vinelandii
AT9 (a) y ATCC9046 (b) desarrollados a diferentes velocidades de transferencia de
oxigeno maxima.

También se observd que para la cepa ATCC9046, los valores de IP fueron estadisticamente
mayores a los obtenidos con la cepa AT9, excepto para las condiciones de menor VTOm:x (3.6 y 3.2
mmol/L h). Este mayor grado de homogeneidad del alginato producido por la cepa AT9, podria
interpretarse como un alginato de mejor calidad, respecto al alginato producido por la cepa

ATCC9046.

Ademas, a diferencia de la cepa ATCC9046, con la cual, el incremento en la VTOms condujo a un
incremento en el IP, la cepa AT9 no presenté diferencias estadisticas entre los valores de IP del
alginato con los maximos pesos moleculares para las diferentes transferencias de oxigeno
evaluadas, por lo que, la disponibilidad de oxigeno no influyd en la heterogeneidad del alginato

producido por dicha cepa. Lo anterior podria estar relacionado a la falta de regulacion del
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complejo alginato polimerasa Alg8-Algd4 por parte de la proteina MucG en respuesta a la

disponibilidad de oxigeno.

8. 6 El incremento en la VTOnsx favorecio la acetilacion del alginato

En la figura 8.9 se muestra el grado de acetilacién del alginato producido por la cepa AT9 (Figura
8.9a) y por la cepa ATCC9046 (Figura 8.9b). Para la condiciéon de menor transferencia de oxigeno
maxima (3.6 mmol/L h) en los cultivos con la cepa AT9, el grado de acetilacion del alginato se
mantuvo por debajo del 1.0 % durante todo el cultivo y se incrementé ligeramente del 0.2 £ 0.03
al 0.6 = 0.08 % durante el desarrollo del cultivo. Para la condicion de VTOmasx de 6.8 mmol/L h, el
grado de acetilacién se encontré alrededor del 1.0 % de las 24 a las 72 horas. En los cultivos en los
que la VTOmsx fue de 12.4 mmol/L h, el alginato que se aislé exhibe un grado de acetilacion del 3.0

* 0.41 % a las 24 horas y posteriormente disminuyé a valores cercanos al 2.0 %.
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Figura 8.9. Grado de acetilacidn del alginato producido en cultivos de A. vinelandii AT9
(a) y ATCC9046 (b) desarrollados a diferentes velocidades de transferencia de oxigeno
maxima.

Para los cultivos con la cepa ATCC9046 a una VTOm:x de 3.2 mmol/L h, el porcentaje de acetilacidn
en el alginato se incrementé ligeramente durante el cultivo; sin embargo no excedié el 0.6 % de
acetilacién. Para las condiciones de 6.7 y 11.7 mmol/L h, el porcentaje de acetilacidn se encontré
alrededor del 1.5 % a partir de las 12 horas de cultivo. Al evaluar el efecto de la VTOmsx sobre la

acetilacién, se puede observar que al incrementar la VTOmsx de 3.2 a 6.7 mmol/L h, el grado de
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acetilaciéon en el polimero aumentd de 0.6 a 1.6 % y para valores de VTOmsx mas altos (11.7
mmol/L h) la acetilacién no se vio afectada, por lo que a partir de los 6.7 mmol/L h, la acetilacién

es independiente de la VTOmax.

Para la cepa AT9, es evidente que el incremento en la VTOmsx favorecio la acetilacién del alginato y
fue en la condicién de mayor transferencia de oxigeno maxima en donde se pudo observar el
mayor porcentaje de acetilacién. Para la cepa ATCC9046, los maximos porcentajes de acetilacion
se alcanzaron a partir de los 6.7 mmol/L h. Este efecto de la VTOmsx sobre el grado de acetilacién
concuerda con lo observado para A. vinelandii ATCC9046 cultivada bajo diferentes condiciones de
cultivo (limitacién de sustrato, diazotrofia, control de pH) en donde el incremento en la
disponibilidad de oxigeno favorece la acetilacion del alginato (Pefa et al., 2006; Castillo et al.,
2013 a y b). Lo anterior puede deberse a que el incremento en la disponibilidad de oxigeno
conduce a una mayor actividad del ciclo de los acidos tricarboxilicos, en donde se produce una
mayor cantidad de Acetil-CoA, el cual, evetualmente puede ser utilizado para la acetilacién del

alginato.

Es evidente que con la cepa AT9, el grado de acetilacién del alginato fue casi 2 veces mayor al
grado de acetilacién del alginato producido por la cepa ATCC9046, lo cual, tal vez se encuentre
relacionado a la ausencia de la proteina MucG en la cepa AT9. Quizas, el incremento en los niveles
de c-di-GMP influyen de alguna manera en la actividad de las proteinas Algl, Algl, AlgF y AlgX, las

cuales se encuentran implicadas en la acetilacion del alginato (Chanasit et al. 2020).

No obstante, para ambas cepas, el grado de acetilacidn se encontré por debajo del 2 %, lo cual, se
encuentra por debajo del rango de acetilacion (4 — 5.8 %) previamente reportado para cultivos de
A. vinelandii ATCC9046 desarrollados en condiciones de limitacién de oxigeno. Estos bajos valores
en los porcentajes de acetilacién pueden deberse al nivel de TOD (~ 0 %) en el que se
desarrollaron los cultivos, ya que se ha observado que el incremento en la TOD conduce a un

mayor grado de acetilacion (Castillo et al., 2013b; Diaz-Barrera et al., 2017).
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8.7 Las mayores viscosidades y capacidades viscosificantes se obtuvieron en condiciones

de mayor VTOnmax

En las Figura 8.10 se muestran los perfiles de viscosidad de los cultivos bajo las diferentes
condiciones de transferencia de oxigeno mdaxima evaluadas. Los perfiles de viscosidad fueron

similares para ambas cepas.

Para los cultivos a baja transferencia de oxigeno maxima (3.6 y 3.2 mmol/L h) la viscosidad del
caldo aumenté ligeramente de 1.3a 4.6 £ 0.2 y 5.3 £ 1.2 mPa s, para las cepas AT9 y ATCC9046,
respectivamente. De forma similar, para los cultivos a una VTOmsx intermedia, la viscosidad del
caldo al final del cultivo fue de 10.1 £ 0.7 y 10.8 £ 0.7 mPa s. Y para los cultivos a alta
transferencia de oxigeno maxima, las viscosidades finales fueron de 25.7 £4.5y 23.0 £ 1.9 mPa
s, para las cepas AT9 y ATCC9046, respectivamente. Al comparar estadisticamente las mayores
viscosidades obtenidas hacia el final de cada cultivo, no se observaron diferencias significativas
entre ambas cepas para cada condiciénde VTOnsx evaluada, por lo que la viscosidad del caldo no

se vio afectada por la mutacién presente en la cepa AT9.
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Figura 8.10. Viscosidad del caldo de cultivos de las cepas AT9 (a) y ATCC9046 (b) de A.
vinelandii desarrollados a diferentes velocidades de transferencia de oxigeno maxima.

Al evaluar el aumento en la viscosidad del caldo, respecto al incremento en la VTOmsx, Se
observd que para ambas cepas, el incremento en la VTOmsx condujo a un incremento en la
viscosidad del caldo de cultivo. Dicho comportamiento contrasta con lo observado previamente

en cultivos con la cepa ATCC9046 desarrollados en biorreactores y en matraces agitados, en
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donde, el incremento en la VTO conduce a una disminucion en la viscosidad del caldo de cultivo

(Pefia et al., 2000; Gémez-Pazarin, 2015).

Para las condiciones de VTOmsx de 3.6 y 6.8 mmol/L h con la cepa AT9, los valores de viscosidad
(4.6 y 10.9 mPa s) se encontraron por debajo de la viscosidad reportada por Garcia et al. (2020)
de 27 mPa s para cultivos con la cepa AT9 en matraces agitados con una VTOms de 5.2 mmol/L
h. Sin embargo, este valor es comparable a la viscosidad obtenida en condiciones de alta VTOmax

(12.4 mmol/L h) de 25.7 mPa s.

La figura 8.11 muestra las curvas de viscosidad en funcidon de concentracién del alginato
producido durante el tiempo de cultivo. Para la cepa AT9, el incremento en la VTOmsx mejord la
capacidad viscosificante del alginato, ya que al incrementarse la VTOms de 3.6 a 6.8 y
posteriormente a 12.4 mmol/L h, los valores de la CV se incrementaron de 0.54 a 1.18 y

posteriormente a 3.16 mPa s L/gaiginato, respectivamente.
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Figura 8.11. Relacién viscosidad vs concentracidn del alginato del caldo de cultivos de
A. vinelandii AT9 (a) y ATCC9046 (b) desarrollados a diferentes velocidades de
transferencia de oxigeno maxima.

El valor de CV de 1.18 mPa s L/gaginato Obtenido en la condicién intermedia de VTOms es
comparable a los valores tipicos reportados para A. vinelandii ATCC9046 (~ 1.0 L/g de alginato)
para diferentes valores de VTOmsx (Pefia, et al., 2011; Gémez-Pazarin, et al., 2015; Ramos, D.,
2019). Sin embargo, este valor de CV de 1.18 mPa s L/gaiginato €5 inferior al valor de 1.75 mPa s

L/aiginato Obtenido para la misma cepa cultivada en matraces agitados a un valor de VTOmax
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cercano (5.2 mmol/L h). Por otro lado, al cultivar a la cepa AT9 en condicones de alta
transferencia de oxigeno maxima (12.4 mmol/L h) es posible obtener alginato con capacidades

viscosificates 1.8 veces mayor a la obtenida en matraces agitados.

Para la cepa ATCC9046, no se observd un comportamiento claro, ya que al incrementarse la
VTOmsx de 3.2 a 6.7 mmol/L h, el valor de la CV se incrementd de 0.88 a 3.17 mPa s L/gaiginato,
respectivamente. Pero al incrementarse la VTOms @ 11.7 mmol/L h, la capacidad viscosificante
disminuyd a 1.92 mPa s L/gaiginato. El valor de CV de 3.17 mPa s L/gaiginato para la condicién de
VTOmsx intermedia es comparable al valor obtenido en la condicién de mayor VTOnsx con la cepa
ATO. Si bien, este mayor valor de CV justifica el hecho de que con la cepa ATCC9046 el caldo de
cultivo haya alcanzado la misma viscosidad que con la cepa AT9 a una menor concentracién de
alginato, dicho valor de CV se encuentra muy por encima del valor cominmente observado para
la cepa ATCC9046 bajo diferentes estrategias de cultivo (Pefia, et al., 2011; Gdmez-Pazarin, et al.,

2015; Ramos, D., 2019).

Los altos valores de CV obtenidos con la cepa ATCC9046 (en comparacion con los obtenidos para
la cepa AT9) posiblemente se derivan de que al graficar los datos de viscosidad en funciéon de la
concentracién de alginato, la mayoria de los puntos se agrupan en un solo sector del plano
(circulos punteados en negro, Figura 8.11b), derivado de que a partir de las 24 horas de cultivo la
concentracién del alginato fue constante (Figura 8.4), dando como resultado menores ajustes de
determinacién (R?) como se muestra en la Figura 8.11, lo que sugiere que el modelo empleado

para determinar los valores de CV se ajusta mejor para la cepa AT9 que para la cepa ATCC9046.

También, la falta de predecibilidad (bajos valores de R?) del modelo empleado para calcular CV, se
debe a que dicho moledo solo contempla la cantidad de producto y deja de lado las caracteristicas
guimicas del mismo, las cuales pueden ser cambiantes durante el cultivo. Entonces, para tener un
mejor ajuste del modelo, es necesario utilizar alginato con caracteristicas quimicas definidas, es
decir, utilizar diferentes concentraciones de alginato con un peso molecular y/o grado de

acetilacion determinados.

Para ambas cepas, la viscosidad del caldo no se encontré ligada al incremento en la produccién
de alginato, ya que la concentracién de alginato se mantuvo constante a partir de las 24 horas y
la viscosidad del caldo comenzé a aumentar a partir de las 36 horas y fue al final del cultivo en

donde se alcanzaron las mayores viscosidades. Por lo tanto, este incremento en la viscosidad del
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caldo podria estar influenciado por las caracteristicas quimicas del alginato, como el peso

molecular y/o el grado de acetilacidn.

Al evaluar el incremento en la viscosidad del caldo a través del tiempo de cultivo y en funcidn
del peso molecular del alginato (Figura 8.12), para ambas cepas, se puede observar que, a partir
de que la viscosidad del caldo comienza a incrementarse de forma mas notoria (a partir de las 36
horas), el peso molecular del alginato disminuydé o se mantuvo constante (Figura 8.12, zona
sombreada en azul). También es importante destacar que en el momento en que se alcanzan los

mayores pesos moleculares (Figura 8.12, zona sombreada en rojo), es cuando la viscosidad del

caldo empezd a incrementarse ligeramente.
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Figura 8.12. Comparacion entre el peso molecular del alginato (a y b) y la viscosidad del
caldo de cultivo (c y d) a través del tiempo de cultivo.

Otro aspecto importante a considerar es que, en presencia de alginato de menor peso molecular
(1 500 — 1 700 kDa; Figura 8.12a, recuadro negro, linea continua) se generaron mayores

viscosidades (7 — 13 mPa s; Figura 8.12c, recuadro negro, linea continua), respecto a mayores

51



8. Resultados y discusion

pesos moleculares (2 000 — 2 900 kDa; Figura 8.12a, recuadro negro, linea punteada) donde la

viscosidad del caldo fue menor (2 — 4 mPa s; Figura 8.12c, recuadro negro, linea punteada).

Por lo anterior, es posible inferir que el peso molecular no tiene efecto sobre la viscosidad del
caldo, lo cual llama la atencidon, ya que, se ha reportado que el peso molecular del alginato
influye directamente sobre la viscosidad del caldo de cultivo. Por lo tanto, este incremento en la
viscosidad podria estar influenciado por alguna otra caracteristica quimica del alginato, como el

grado de acetilacidn o el contenido y/o dsitribucion de los residuos GM.

Se sabe que en cultivos de A. vinelandii ATCC9046 en matraces agitados, pequeifios cambios en
el grado de acetilacion impactan la viscosidad del caldo, independientemente del peso
molecular del alginato (Pefia et al., 2006; Castillo et al., 2013). Sin embargo, esto no se observd
en el presente trabajo, ya que, si bien, el incremento en la VTOnsx condujo a un incremento en la
viscosidad del caldo y en el porcentaje de acetilacion del alginato, durante el periodo en que
aumento la viscosidad del caldo (a partir de las 24 — 36 horas), el grado de acetilacién se

mantuvo constante e incluso disminuyd en algunos casos (Figura 8.13, zona sombreada en azul).

Entonces, dado que el grado de acetilacién tampoco afectd a la viscosidad del caldo, el
incremento en la viscosidad podria deberse a alguna otra caracteristica quimica del alginato como
la relacién M/G o la distribucién de los residuos de manuronato y guluronato a lo largo de la

cadena de alginato.

La reticulacion del alginato a través de la interaccion entre los residuos de guluronato entre una
misma o diferentes cadenas de alginato, podria ser la responsable del incremento en la viscosidad
del medio. Sin embargo,esto implicaria una mayor presencia de residuos de guluronato. En este
sentido, el grado de acetilacién podria ser un indicador de la proporcién G/M, ya que, los grupos
acetilo se asocian solamente a los residuos de manuronato y a su vez, esta asociacién protege a
dichos residuos de la actividad epimerasa (Pefia et al., 1997; Castillo et al., 2013). Por lo tanto, un
menor grado de acetilacién podria interpretarse como una relacion G/M mas alta, es decir, la
produccidn de alginato con mayor contenido de guluronato. Sin embargo, no todos los residuos
de manuronato son acetilados, por lo que seria necesario evaluar la relacién G/M y la distribucion

de los residuos para corroborar dicha deduccién.
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Figura 8.13. Comparacion entre el grado de acetilacion del alginato (a y b) y la viscosidad del
caldo de cultivo (c y d) a través del tiempo de cultivo.

Lo anterior, solo explicaria en parte el incremento en la viscosidad para las condiciones de baja e

intermedia VTOmasx, pero no para las condiciones a alta transferencia de oxigeno maxima.

Otro factor que podria ser responsable del incremento en la viscosidad del caldo hacia el final del

cultivo, es el cambio del pH del medio durante el desarrollo del cultivo.

En la figura 8.14 se muestra el cambio del pH del caldo de los cultivos para la cepa AT9 (Figura
8.14a) y para la cepa ATCC9046 (Figura 8.14b). Para ambas cepas se puede observar un
comportamiento similar para las tres condiciones de VTOmsx evaluadas. Para los cultivos de menor
transferencia de oxigeno maxima, el pH final del caldo fue de 6.7, para la condicién intermedia de

VTOnmsx fue de 6.4 y para la condicion de mayor transferencia, el pH final fue de 5.8.

El incremento en la velocidad de transferencia de oxigeno maxima provocdé una mayor caida en el

pH del caldo de cultivo.
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Figura 8.14. Cambio del pH en los caldos de cultivos de A. vinelandii AT9 (a) vy
ATCC9046 (b) desarrollados a diferentes velocidades de transferencia de oxigeno
maxima.

Al comparar los perfiles de pH, con los perfiles de viscosidad del caldo (Figura 8.15), se puede
observar una correspondencia inversa entre ambos pardmetros, ya que la disminucidn en el pH se
relaciona con el aumento en la viscosidad del medio. Esto concuerda con lo reportado por Bu et
al. (2005) y por Masuelli and lllanes (2014) para el alginato en solucién, en donde, a menores
valores de pH, se favorece un mayor grado de reticulacion entre las cadenas de alginato, lo que
conduce a una mayor retencién de agua y por tanto incrementa la viscosidad de la solucién (ver

seccion 2.2)
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30 1 mAT96.8mmoliL h a 7  DATCC9046 6.7 mmoliL h b

— 1 AAAT9 12.4 mmol/L h h AATCC9046 11.7 mmol/L h
w s A ]
89 1 1A
EX 201 A 7
i 15 ] A
S8 1ol 2 ' 2
28 10 - g 1
2> ] ] Og
g ) -

| Mo | s B

0 T T T T -l—-!.~ ] T————————— T @ —
58 60 62 64 66 68 7.0 7.2 58 60 62 64 66 68 70 72
pH pH

Figura 8.15. Relacion entre el pH y la viscosidad del medié de cultivo para la cepa AT9
(a) y ATCC9046 (b) de A. vinelandii.
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Por otro lado, esta relacion observada entre el pH y la viscosidad del caldo no habia sido
reportado para los diferentes trabajos realizados con A. vinelandii ATCC9046 tanto en matraces
como en reactores y el cambio en la viscosidad del caldo ha sido relacionado mas a las diferentes
caracteristicas quimicas del alginato, principalmente al peso molecular. Es importante mencionar
gue los trabajos reportados con las diferentes cepas de A. vinelandii, se han realizado en
reactores y controlando el pH del medio en 7.2, lo que posiblemente haya permitido observar el
efecto de las diferentes caracteristicas quimicas del alginato sobre la viscosidad del caldo de
cultivo (Pefia et al., 2002; Lozano et al., 2011; Castillo et al., 2013), sin considerar si el cambio en

el pH del medio podria tener algun efecto en la viscosidad del caldo.

Para el caso de los cultivos realizados en matraces agitados, controlar el pH es complicado, por lo
gue en estos sistemas el cambio en el pH a través del tiempo de cultivo, pueda ser el responsable
(junto a las caracteristicas quimicas del alginato) de los altos valores de viscosidad que
normalmente se obtienen en matraces (Gémez-Pazarin et al., 2015; Pefia et al., 2011; Garcia et
al., 2020). Para evaluar el efecto del pH sobre el alginato producido por la cepa AT9 en matraces
agitados, en el grupo se realizaron cultivos con una concentracidn inicial de MOPS de 50 mM para
mantener el pH constante en 7.2 (datos aun no reportados). Se observé que mantener el pH
constante, condujo a un incremento en la concentracion de alginato de dos veces respecto a los
cultivos en donde no se controlé el pH. Dicho aumento en la concentracién de alginato resulté en
un incremento de la viscosidad del caldo en un 50 %. Sin embargo, auque se observaron
diferencias en la viscosidad del caldo, estas no pueden ser atribuidas netamente al pH del medio,
pues no se esta considerando la contribucion de pardmetros como concentracidn, peso

molecular, grado de acetilacién, etc.

En este sentido, cuando la concentracidn, el grado de acetilacién e incluso el peso molecular del
alginato se mantienen constantes o sin muchos cambios (como fue el caso para el presente
trabajo a partir de las 24 horas de cultivo), el pH del cultivo es el pardametro que posiblemente
esté influyendo en la viscosidad del caldo en mayor grado que las caracteristicas fisicoquimicas

del alginato.

Otro pardmetro que se sabe afecta la capacidad de reticulacién del alginato y por tanto la
viscosidad de la solucidn, es la fuerza idnica (Mirdarikvande et al., 2014). El efecto de la fuerza
ionica sobre la reticulacion del alginato depende del tipo y la concentracién de los iénes presentes

en el medio, siendo en condiciones de mayor fuerza iénica donde se obtienen menores
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capacidades de reticulacion, debido a un efecto de deteccién de carga donde el incremento idnico
causa una repulsion electrostdtica. Esta repulsién electrostdtica conduce a una disminucion en la
concentracién de iones moviles entre el gel y la fase liquida, lo que a su vez, resulta en una
disminucion de la retencion de liquido y por lo tanto en una menor viscosidad (Mirdarikvande et
al., 2014). Sin embargo, en el presente trabajo, no se evalué la fuerza idnica del medio, por lo que

no es posible determinar el efecto de este parametro sobre la viscosidad del caldo de cultivo.
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9. CONCLUSIONES

e Con la cepa AT9 es posible obtener producciones de alginato de hasta 3 g/L en etapas
tempranas del cultivo (36 h), independientemente de la condicidon de VTOm:x en la que se

desarrolle el cultivo.

e Al igual que la cepa ATCC9046, para la cepa AT9, la disminucidon en la velocidad de
transferencia de oxigeno maxima del sistema (3.6 mmol/L h), conduce a un incremento en
el peso molecuar del alginato (2 927 kDa), especificamente en estapas tempranas del

cultivo (24 — 36 horas).

e Parala cepa AT9, el incremento en la velocidad de transferencia de oxigeno maxima (12.4
mmol/L h) conduce a un incremento en la capacidad viscosificante de hasta 3.16 mPa s
L/g del alginato producido. Sin embargo, para diferentes sistemas de cultivo bajo
condiciones de velocidad de transferencia de oxigeno maxima cercanas (5.2 — 6.8 mmol/L

h) la capacidad viscosificante del alginato puede verse afectada.

e Para ambas cepas, la viscosidad del caldo de cultivo no se vio afectada por el peso

molecular ni por el grado de acetilacién del alginato.

e Latendencia observada entre la viscosidad y el pH del caldo, sugiere que dicho parametro
podria estar teniendo un efecto inverso sobre la viscosidad del caldo de los cultivos con

ambas cepas.
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10. PERSPECTIVAS

e Evaluar el contenido y la distribucion de los residuos de manuronato y guluronato en el

alginato producido, asi como su efecto en la viscosidad del caldo de cultivo.

e Evaluar el efecto del pH sobre la viscosidad, la concentracién y las caracteristica
fisicoquimicas del alginato producido por las cepas AT9 y ATCC9046 bajo las condiciones

de VTOmsx evaluadas, manteniendo el pH constante durante todo el cultivo.

e Evaluar la expresion y la actividad de las enzimas involucradas en la polimerizacién y

depolimerizacion del alginato, asi como del PHB.

e Evaluar la capacidad viscosificante del alginato producido por ambas cepas, bajo

concentraciones de alginato especificas y a un mismo pH y fuerza idnica.

e Evaluar el peso molecular del alginato a través de una técnica absoluta como lo es la
dispersidon de luz dinamica para determinar el tamafio individual de las cadenas del
polimero y no el de los agregados de cadenas que se forman por la reticulacion del

alginato.
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