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Resumen

Resumen

La importancia industrial del alginato radica en sus caracteristicas reoldgicas y
gelificantes que dependen en gran medida del peso molecular. En Azorobacter vinelandii la
polimerizacion y la depolimerizacion (pasos implicados en la determinacion del peso
molecular) han sido poco estudiados y ain” son poco entendidos. Se cree que en la
polimerizacion del alginato estdn involucradas al menos cuatro proteinas (formando un
complejo “polimerasa’™), mientras que una sola proteina, la alginasa, es la responsable de la
depolimerizacion. Este dltimo I'cnc')mcno_(lane'poIimerizacién) es una situacion indescable

en términos de los usos potenciales del alginato.

El objetivo principal de: esle tlabajo consistio en entendel los papeles dcl complejo

polimerasa y la alginato-liasa en la biosintesis y pnnmpalmente en la. dctcrmmacron del

peso molecular del alginato por A. vinelandii. Se utilizé una cepa mnlame que lleva una

mutacién no polar (SML2) dentro de a/gL (el gen qu’e'co_d!hc,a( para la4 alglnasa), lo cual’

inactiva la produccion de alginasas pero que producé del alg nat

Se: caracterl?o la cepa

mutante SML2 y se comparé con la cepa palcntal en culllvos en mallaces Y en Icrmcnladon.;

Los resultados indicaron que. en los. cultlvos con la mulanlc no se: plcsenlo

depolimerizacién del alyna!o y. quc la aclnvndad d AlgL no ‘es necesaua para la

produccion de alginatos.

Disminuir el mayor nimero de variables posibles con el fin de estudiar el fenémeno
de la polimerizacién implicaba la realizacidn de cultivos bajo condiciones controladas. Sin
cmbargo, la manera como se estaban inoculando los cultivos en fermentador involucraba la
adicién del medio agotado del cultivo semilla al fermentador, incluyendo el alginato y la
alginato-liasa presintetizados. Se llevaron a cabo cultivos inoculados con células lavadas y
cultivos inoculados convencionalmente usando las cepas SML2 y ATCC 9046. El alginato
con mas alto peso molecular promedio (PMP) se obtuvo en los cultivos llevados a cabo con
células lavadas (1250 y 1050 kDa, para la cepa silvestre ~ATCC 9046- y la mutante SML2,

respectivamente) que los PMP obtenidos en los cultivos inoculados convencionalmente

! TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Resumen

(350 y 625 kDa |5ara ATCC 9046 y SML2). En los cultivos inoculados con células la\}adas
de. la 'ccpa,silvesirc,,!Iaiconiéentracién final-del polimero fue 27 % hwnorqué‘con los
cultivos inoculados convencionalmente y se encontré el maximo de acti\?idad de la alginasa
al fin-de la fase exponencial de crecimiento, mientras que para los cultivos inoculados
convencionalmente ese maximo se presentd a la mitad de la fase exponencial, Estos datos
indican -que -los - componentes ‘en el ‘caldo “agotado” del “in6culo desempenian papeles

reguladores importantes en la biosintesis del alginato.

Los resultados de los cultivos inoculados con células lavadas indicaron que la
actividad polimerizante de A. vinelandii era constante, es decir, se encontrd la produccién
de una lamilia bien definida (de baja polidispersion) de alginatos con un alto PMP. La
produccién de estas familias de alginatos estd cstrechamente controlada. por la tension de
oxigeno disuclto (TOD). Por cjemplo, usando la cepa mutante SML2 sc obtuvieron
familias bicn definidas con PMP de 150, 985 y 388 kDa a I, 3 y 5 % de TOD,
respectivamente. Los cultivos llevados a cabo con la cepa silvestre presénlaroﬁ un
. comportamiento similar: una produccion de familias bien definidas de alginatos con PMP
de 370, 1250 y 350 kDa a1, 3 y 5 % de TOD, respectivamente. Sin embargo, cn los
cultivos llevados a cabo con la cepa silvestre, al final de la fase e‘q)onencial de
crecimiento, ‘el alginato  fue depolnnenzado por la accion de la alynato -liasa. Los
resultados indicaron quic la pohmcnasa l'abllca fdmlhas bien definidas de pollmelos y que, a
su vez, este proceso estd estrechamenle relacnonado con la TOD.,Por su parte, el papel de la
alginasa (presente en la cepa snlvesue) tiene una funcion de modnf'cacnon del PMP del

polimero, pero restringida a la post- pohmen?acnon del alginato.
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Abstract

Abstract

The industrial importance of the alginate involves 1ls theoloycal and gel forming
characteristics, which' mainly - depend on the: molecular wmghl of this polymCI In

Azotebacter vinelandii cultures the polymerization and the depolymenzauon steps

(involved in the “determination “of - the” molecular, welg,ht) Sll“ “unknown. The

polymerization ol the alginate involves at least l',cjﬂuvx )1ole1ns ‘(loxmmg the ' polymerasc"

complex), whereas a single protein, alginate-lyasé,‘fls il lge ol lhe depolymen/auon
process, This phenomenon (depolymerization):is undesir le;;llflel'lns of the potential uses

of the alginate.

The main objective of this worki\\"asv,;lio:fqugig:_rslmjdtf’l‘l;é ‘roles ol the polymerase
complex and the alginate-lyase in the algixﬁté"biosyl;lrheéi’s ‘and’ how these two steps
determine the molecular weight of the alginate pfdduk:‘ed by A. vinelandii. A mutant strain
was used (SML2) having a non-polar mutation within dlgL (the gene which codifies lor the
alginate-lyase), which inactivates the production of alginate-lyase, but it is able (o produce
alginate. The mutant strain SML2 was characterized and compared with cultures coducted
with the parental strain using shake flasks and fermenters. For the cultures using the mutant
strain the depolymerization of the alginate did not occur, I'umhel moxe it was demonstrated

that the activity of AlgL. is not essential for alg,male production,

In order to reduce the number of variables, and hence to be able to study- the
phenomenon of the polymerization, it. was necessary to carry out rcu'ltures under very
controlled conditions. As the inocul_yationr procedure involved the addition ol exhausted
culture medium (from the inoculum’s culture), which included the presynthesized alginate
and alginate-lyase, cultures inoculated with washed cells were carried out using the strains
SML2 and ATCC 9046. Cultures carried out with the conventional inoculation procedure
were conducted as well for comparison. Alginate with higher mean molecular weight
(MMW) was obtained in the cultures conducted with washed cells (1250 and 1050 kDa, for
the wild strain - ATCC 9046- and mutant SML2, respectively) than that obtained in the




Abstract

convenlnonally-lnoculated ‘cultures (350 ‘and 625 kDa for ATCC 9046 and SML2,
respectively). The lmal conccntxauon oI‘ alglnale in- the: culuncs lnoculaled with-washed
cells (using lhc wild type sllam) was 27 % lower lhan that observed in the conventionally-
inoculated culture. The ‘ma.\’lmum' algmate-lyase activity was found at the end of the
cxponential growth -phase, ~whereas for the convéhlionnlly inoculated cultures, the
maximum activity appeared during the e‘\"poncntialgrmvlh phase. This suggests that broth
components present in the exhausted inoculum broth play im]brlant regulatory . roles in
alginate biosynthesis and needs to_be. taken into account in (or avoided) in polymer

biosynthesis.

Data (rom the cultures inoculated using washed cells indicated that the
polymerizing activity of A. vinelandii was constant, i.c. it produces a defined family of
alginates with a high MMW. The production of these alginate families is controlled by the
dissolved oxygen tension (DOT). Using the SML2 strain, defined families of alginates
having MMW of" 150, 985 and 388 kDa were obtained at 1, 3 and 5 % of DOT,
respectively. A similar behavior was observed using the wild typc a ploducuon ol well

defined familics of alginates of MMW of 370, 1250 and 350 kDa al 1 3 and TOD 5 Yo,

respectively. Al the end of the ATCC9046 felmenlauons, algmate was. depolymcn/ed by

the action of lyascs.

Overall, the cvidence m(hcated lhal the’ polymerlzdllon process leadmg to lhc production of
alginate produce lamlllcs of the polysacchande in a nanow MMW range, which in turn is
“highly dependent on DOT The role ofdlg,male-lvabe (plesem in the wild type) is restricted

10 a post- polymcn l/dlloll step
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Introduccion

1. Introduccion y justificacion
Los alginatos son constituyentes importantes de las paredes celulares de las algas
calés (fcofitas) y estan constituidos por cadenas lineales de los residuos_' de acidos B-D-

manuronico y o-L-gulurénico. Este produclo -es- usaclo—a:comercialmeme;-en*muchas

aplicaciones, en las industrias lmmaceullca ahmentana lexul y cle papel (Rehm y Valla

sinnlaresml ob;c d 'lg;}s‘(:lil‘lcsVZig et al. 1996).
~En |u"dcll‘la|i“di'1d{ se producen entre 35, OOO ‘y 40,000 toncﬂadasde’lalginato con lines
comerciales (Boswcll 2002) La lmpouancna del alglnalo 1ad|ca en su capamdad para

modificar las ploplcdades reologicas de los snslemas acuosos (Suthex]and 1990) El precio

cn el mcncado del alginato oscnla entre los 4y10 dolalcs pon kllogmmo (Boswcll 2002).

Sin embargo, los alsmdlos de alla calidad y puxeza usados po A.lnduslrla1armuccutwa

alcanzan precios de hasta 4 OOO dolm es por. kllogl amo (Ps7czola 1998; Boswell 2002)

Sc han- lIC\V'ac‘l‘cv’)'a: cabo nqnié!n‘o@s ‘eéuidiko’s soblcla
vinelandii y sdl)lfe,lai‘iv‘l1:tiliié:|’i'c‘:izix'_‘dé’muéhos parzimétljc;)js\
reportado efectos de nu'l'l;vim’ehlos del tipo y la ééhtida' ,'d
temperatura de culuvo y del efecto de la tensuon de oug,eno d‘
Jarman et al.-1978; Horan er al. 1981; 1983 Chen e! ali 1985 Annmson y Couperwhite

1986: Kuhla y Oclze 1988; Brivonese y Su’threrland '1989; Salvagl y Salvagi 1992; Sabry et

w
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Introduccion

al. 1992; Clementi ér al. 1995; Pefa ef al. 1997; Vermani er al. 1997; Parentc et af. 1998;
Pefa er al. 2000; Trujillo-Roldan e al. 2001; Seafcz er al. 2001). De toda la gama de
factores estudiados -en: el _cultivo de A. vinelandii, se ha observado ,quc-vunof de:los

parametros claves en la produccién de alginatos cn cultivo es la tensién de oxigeno disuelto

(TOD), lanto en matraces jéoil]i:c{clj l’ei'nﬁemador por lo que' Se han 'dcsiu'rdll_ado al respecto

un importante nimero’ de Jcsludios (Horan et al. 1983 Chen el (11 1985' Brivonese y

Sutherland 1989 Clcmcnll et al 1995 Pefia:er (1[ ; 1lv 1998 Sabra et al.

1999; Pefia er al. 2000, Tl’llJlIlproldaII el (1‘/.'200;1’ _‘do,,’que,a baqu niveles
de TOD sec ploducc préfef@cfalniénlé"  o ‘esel va vinlracclular
pOllhlle\lblllllle (PHB), llmllando la smtcsns de _ vv‘(Honan et a/ ]981 1983; Peiia
et al. 2000). A valmcs supenoles a 5 % de TO‘ ), se

bacteria se lavmccc (Hoxan et al 1981 Peﬁa et a/ 2000) y cuando se IchlICIC obtener
cantidades aplccmblcs dc alg,mato,ﬂ es necesallo un conlzol de TOD entre 2y 5 % (Pefia er
al. 2000): Por otra parle, lamblen se ‘ha demostrado fla ‘lm’por}'rlaucla de la TOD en las

caracteristicas. moleculares (peso. molecular y distribucion -del peso molecular) de los

alginatos producidos en fermentador (Pefia ef al. 2000;" ili_m{iél’d;ﬁn et .al. 2001).

En A. vinelandii, los pasbs biosintéticos que icen a:la formacién de una unidad

monomeérica - dCll\’dda (GDP-' iei‘izados. Estos pasos

implican la pdlllCl])dClOI‘I de Ios pr dku lgC y ngD (Campos et al.

19906, Nune/ et {// 2000a) Recxentem que: eslan mvolucnados en las

modlllCdClOl'lCS post pohmcnzacxon ~ tales” como . la _,cpimeri’zacié'n, acetilacion vy

dcpolimerizacién, estan comcnzando a ser -entendicdos. Estos pasos implican la

) ‘ T n“‘) wl ]
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participacion dec los productds de los genes alglkl-7, algG, algF y algl (Ertesvag er al. -
1996: Lloret er al. 1996; Rehm ef af. 1996; Ertesvag et al. 1998; Svanem er al. 1999;
Vazquez et al. 1999; Svanel_n' et.al. 2001). Sin ecmbargo, el proceso inlcrmedio enla -

biosintesis del alginato, en el cual los intermediarios (mondémeros u olu,omcn os) llenen quc

cruzar la mcmbldna llllellld y ser polnneu/ados a acido pollmamuomco, su,uc sxendo

desconocido. Los pxoduclos de Ios 5,c11cs ulgé’ alg44 (/Ig,\’ y a/gK ( '
1997, 1997b; Sdbla et a/ 2001) son candldalos a ser las subumdades dcl compleJo

polimerasa.

Entender cudles son las (‘unmones del complqo polxmelasa y de la alglnasa en la

determinacion del peso moleculm del alg,malo por A wnelan(lu y su relacién con ciertas

condiciones de culllvo (cn cspccnal la TOD)f 1. los objcuvos pxmmpdlcs de eslc

proyccto. Para cllo sc ullh/alon dos cepa de- z'elan(lii: una-cepa silvestre (ATCC

90406) y una mutante mcapaz dc ploducn algmasas (SML2)
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2. Antecedentes

2.1. Generalidades

Una gran variedad "de baclcnas han bldO 1eporladas como ploduclmas de

cxopolisacdridos, Este lcnoupo se. mamﬁesla como colonlas mucoides_en p]aca y también

como cultivos de cOnn;ib;‘tilnhiéhtb’"i'ec'>lo'gico complejo. Los géneros mads esludiados hasla
ahora lmn sido: ,\unlhomonas, El wmm Pseudamonas Rhizobium y A’olabacle/ Aunque
ain no se ha definido lolalmcntc la f‘uncnon de los exopollsacalldos en baclenas se han

propuesto aluums entre las cuales cstan la pxoteccnon de 51slcmas en71mat1cos sensibles a

condiciones extremas del amblenlc, la prote: e ag S Q desccacnon, la

participacién en cl alrapamieniof pac’:ic'm; como; agenles

adhesivos a supcnhmcs d1[101|es (Sulhelland 990; <|tesv5g et ul 1996 Clcmenll 1997,

Rehm y Valla 1997; Gacesa 1998 Wong (_l a/ 2000 Espm 2002) - TES&S CON

| FALLA DE ORIGEN

El quimico briu’micov E.C.C. Stanférd fue quien inicialmente describid la
procedencia del alginato (*la preparacion del dcido alginico de algas cafés™) en una patente
otorgada cn 1881 (Draget ef al. 2001). Sin embargo, Stanford creia que el alginato contenia
nitrogeno. En 1926. algunos grupos trabajando en forma aislada, encontraron que_el dcido

alginico solo era constituido por dcidos urénicos, Sin embargo, no fue hasta 1955, cuando

sc descubrié que el alg,mato esla constluudo pon dos tipos' de acndos luomcos el acndo' T

manuronico y su cplmmo, el amdo gulux nco (Dla&,et et al 200]) Hasla 5198 1ayb_|"a:n

reportado 265 g:ncxos dc alg,as que ploducmn alginato_ (Clementi 1997 Mnanda 1998) El

alginato ploduculo pox el genelo Muc‘/ ocvlls es el mas usado en Estados Umdos (Boswell

2002). Enel: norte dc Lluopa, los géneros mas usados son Laminaria y Ascoplyllum
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(Pszczola 1998). Las otras especies (Durvillea, Sargassu/u y Laminaria japonica) se han
usado en menor escala en Australia, Chile, India, Filipinas y Japén (Clementi 1997;

Miranda 1998 Pcia 1998).

Bacterias de Ios géneros Pseu(lamonas" yAzotobacIér son laS' l’micas‘ !'uentes

procariotas que ploducen cste pollmelo La bacteua Pseu(lomonas ae/ugmosu (Lm.

patogeno humano oponlumsla, causantc de Ia FblOSls qLusllca) I‘ue la/,pumela cn sel

la

virulenéi

para

/’seu(lomom/c (P ni‘en'(/ocumuy VI /ngae) lambren tlenen la capacxdad lc producnr ;

alg,malo (Conll et (l/ 1994) El pnmer lcponc de Ia pxoducmon de aculo alglmco pon A

\’IIIC/(III(/II Iuc publlcado por Gorin'y Spencel (19606).

2.2, Alginatos
2.2.1. Estructura y propiedades fisicas

El alginato obtenido de las algas mannds es-un copohmelo no mmlﬁcado dc dcidos

3-D-manurdnico (M) y su epimero aL guluronlco (G), umdos swmpne por ‘enlaces

glucosidicos (31-4, como se plcscnla en Ia Ilg,tud 2. 1 (Rehm y‘; a la 1997' Gacesa 1998).

Andlisis previos han demostr ado que esle pohmcno esla consuuudo pm bloques M, bloques
G y bloques M-G. La composwlon de estos bloques puede vaual dependlendo de la especic

v de las condiciones de cultivo, tal como Vlo dc;sc’rlbe la (abla 2.‘1 (Sulherland 1990; Gacesa

1998). ‘ B , TESIS CON
FALLA D ORIGEN




Antecedentes

Figura 2.1, Lsuuclums sccundanas del ac:do alglmco a. ACldO pollmanulomco (M).. b.

Ac;do poh&,ululomco (G) fc. Ac do algmco

Las propiedades ﬁsit:a‘s’fdél,algm‘ to 1'Ia base dc su. uso mduslual Pon EJ6111p|0

medio conduce a una prCcip

que sc puede ])ILCI])lldl y ﬁaCClOndl usando: allas concenll aciones de sales como el cloruro

de potasio (Moe et al. 199_5) Eu’\genrél‘al,' el 1;ipo;dc gel que se presenta en soluciones dc

alginato depende del nimero y de la fuerza de las uniones entre sus moléculas, como de la
composicién del polimero. En contraste, cuando en el polimero predominan los bloques de
acidos gulurdénicos (G), el gel formado se vuelve completamente rigido y mucho mds aun

con la presencia de iones de calcio. Cuando el polimero estd compuesto en su mayoria por

10 TESI® CON
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dcidos manurodnicos, la rigidez del gel es menor (Suthexland 1990; Rehm y Valla 1997

Clementi 1997, Gacesa 1998).

Tabla 2.1. Composicion de los alginatos de diversas especies (Sutherland 1990),
Especie Relaciéon M:G Grupos Acelil (%) Bloques Gulurénicos

Algal Variable 0 +

A vinelandii Variable 21-50 +

P. aeruginosa 1:0 37-57 -

P. putida ) 0.6:0.4 3-4 i -

P. fluorescens 0.6:0.4 3-4 .-

P. phaseolicola 0.94:0.00 1 ND

P. pisi N 0.83:0.17 4.5 ND

ND: No determinado.

r_ﬁ {5”_), WK/O

‘ FALLL U I '\\RXGEN

2.2.2. Alginatos algales
Los alginatos son los constituyentes de la pared celular de las algas calés
(Phacoplivcoeae), la composicion de sus bloques depende de la especie y de la parte del tallo

de la cual el alginato es extraido. Ademds, el método de e\uacmon las COndIClOHCS

ambientales y de cultivo del alga mﬂuycn en la varlabllldad de Ia composwlow del alynato

(Moc er al. 1995; Dmgel el al 2001). El a]glnato esta preseme el casi:todas;las’ especnes de

las algas cafés, smndo lCHldble la cmaccwn del pohmel

porcentaje del algmato sea mayor a.un 40% en “p‘eso{ (Rehm y.

Los |)|'i|1c_i;)ales fpaiéé’sf‘produélbre,é; ddallgin’atbis'on los Estados Unidos (10,000 a

12,000 lon/aﬁo)," China (8,000 a 10,000 ton/afio), Inglaterra (6,000 a 8,000 ton/aio),
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Noruega (5,000 ton/afio), Francia (2,000 ton/afio) y Japén (1,500 ton/aiio) (Boswe]l 2002).
Sc estima ademas quie para‘el afio 2005 el mercado de los alginalos'crcc'crz'l al menos un 4.5
%. En México la explotacion comercial de algas se praclica desde. hace apx'o};imadamente

medio sq,lo Las especies explotadas se dlslnbuyen en el pacmco mexucano y son: el alga

Macrocystis pyr lfe/ «, cosechada y cxporlada en f'rcsco a Eslados Umdos para la extraccion

de alynato y otras como Gigartina camculala fuenle decanagcnalos -y Gelidium

robustum inica’especie que se cosecha y se mduslrlahza en. Memco pam Ia produccion de

agar (Miranda 1998; Peiia 1998; Heméndcz-Carm’oha‘ 1999a; 1999b),

2.2.3. Algina’tos bn’étcn;ianos

Los algindlos de ['uénte bacterial iienen la misma base estructural que los alginatos
obtenidos de algas; pero difieren en que cstos poseen un grupo acetil en el carbono dos o
tres, en vez de un hidroxilo. El grado:de acetilacion de- los polinwrosbécleriales es
variable, donde el fdlginalo procluci_do‘poyr A. vinelandii presenta, por éhda: 5.2 residuos de
icidos uronicos, uno aéeliladoA"(Gbl'ill y>Spe:n‘ce|i 1966). Estas‘aéelrilra(::itk)rnles 'éSléﬂ siempre

asociadas a los bloques mamnomcos (Davxdson et al: 1977) Mlenllas que el alginato

producido por . vme/(m(/u esté compuesto dc amdo mco y gululomco, cI

losque; detenmna en gran

producido por P. aeruginosa .no tiene bloques -quurénicos
medida las propicda‘dcs del produclo(Stilﬁ ' 1998 Una aproxnmacmn

de las plO|)OIClOI1CS dc los acndos unomcos en cuda especne _ aclerlal compalando con los

alginatos algales, se |JICSCl1ld en: Ia lab]a 2 1
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FALLA [ ORIGEN




Antecedentes

Aungque hasta ahora los alginatos comerciales han sido extraidos de algas marinas,
cs muy lactible ‘que’el alginato producido por bacterias deje de ser sél‘ov un”modclo de
estudio del mecanismo de biosintesis y pohmenuucnon y se convnel ta’ en un exopollsacando

comercialmente importante (Ellcsvag, et al. 1996 Gacesa 1998) Una de las g,lancles

ventajas de los alglnalos bacterianos es Sll'(ll\’C!fS!d al ACO]T‘I’CVS])CCIO a su

composicién quimica, ‘ya que sc pueden . obtenc

CdlaClClISllCﬂS del alglnalo con usos polencmle, un no e:\plonados (Annmson y

Coupcnwhnc 1986 Entcsvﬁg, et ul 1996 Rehm yValla 1997)

2.2.4. Fun‘ci(’)n I)iol(')uic:i dél alginato bacterial
Se ha sus_.,,cudo que los exopolisacaridos mlcloblanos pueden ploteg,cx a las

bacterins contra la desecacidn, ataque. de fag,os y fagocntosxs. Ademas, pueden crear

barreras difusionales a altas concentraciones d¢ oxig¢x1o p "'jt/icjparen eI, alrapamienll,o'def ,

jones metdlicos, participar como ‘agentqzs -adhesivosa- superficies dificiles y, en:algunos

cusos, intervenir como agenlcs de
{Sutherland 1990 Clcmenu 1997 Erlesvﬁg et al 1996 Gacesa 1998 Wong et al 2000

EEspin 2002).
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ol vinelandii sufre un proceso de cnquistamiento que es caracterizado por la

formacion dc varias capas dé alginatos  alrededor de la célula, ,protegiéndola de la

desecacion y el estrés mecdnico. -Bajo condlcxones l‘avoxables (mcluyendo la plcscncm dc

produccic’)i’a de celulzi'l; durmile el c cimien'td V'egevtati'vo’ dé la bacteria. Asi, el

,alg,malo no tiene una:fu c1on umca y como olloq tanlospolnsaoandos, dcbe contribuir con
uvna amplm ' 1,anm dc funcxoncs quc depcndcn del amblentc (Sulhcxland 1990). . Las
cvndcncms han suger ldo que en A. vinelandii el algmato no sirve como un metabolito de
reserva de energia (Kcnncdy y Toukdanan 1987) Allen nativamente, sc ha plopuesto que el
polimero funciona como una bancna plotectma conlla la 1ox1c1dad dc metales pesados,’
como una barrera dllusmnal dc O\Igeno y coho unysxslema de mtexcamblo de iones (con
alta selectividad por iones calcno), pamculannenlc cuando el algmab esti en cslado de gel

(Ertervig et al. 1996; Clemcnti A19977)-', /

2.2.5, Apllcauones de Ios alglnatos
Los alginatos son usados comercialmente como agentes gelificantes, formadores de
pelicula para proteccion de alimentos, estabilizantes y espesantes (Tinoco 1993; Gacesa

1998). Un resumen de las aplicaciones mas representativas puede verse en la tabla 2.2

agua y nutrimentos), la pchcula de algmato se humedccc. el qunste gmmna, se” dlvnclc y‘

L

ON
RICEHN

TESISC
w0

TAD



Antecedentes

Tabla 2.2, Propicdades funcionales y usos in'dusl'l"iAalré;d.é ]og alglnalos(LopCL-MungunaeI a/ :
1993; Gacesa 1998). o '

PRODUCTOS

INDUSTRIA  USO
Estabilizador de emulsiones Helados ,
Agente gelificante Gelatinas, rellenos para panificacion
Substituto de frutas
Ali Cubierta de embutidos
imenlos -
Espesante Salsas y aderezos
Productos enlatados
Congelados y deshidratados
Estabilizador de espuma Cerveza y vinos
Emulsificante y espesante Jabones y lociones
. o Agente desintegrador Tabletas
Farmaccutica

Gel absorbente
Agente de suspension

Vendajes quirtdrgicos
Ungilicntos y antibioticos

Agricultura

Agente de retencidn de agua

Acondicionador de suclos

Papel Agenle de suspension Corte y dimensionamicnto de papel
Textil Espesante y gelificante Impresion de géneros

Explosivos (geles de alginato de

borato)

Odontologia (impresioncs dentales)
Otras Jugueteria (moldes)

industrias

Agente gelificante

Fotogralia (endurccimicnto de geles)
Tratamiento de aguas (agente
floculante)

Biocatalizadores (inmovilizacion de
células y enzimas)

La produccion 111L111dia1 de falgi‘nato estd centrada en un nimero pequeiio de
compaiiias, entre las qﬁe se déslac;x_n:,-Danis:co en Dinamarca, Kimitsq y Kibun Cemifu en
Japon, /’ronovu’ [3i0/)olynrlkei'sk"“bzé; en ;No'ryubega, Systems Bio-Industries en Francia y The
Nutra Sweet Kelco Co. en Estados Unidds. Los precios de venta cstﬁn en el intervalo de 5-a
20 délares por kilogramo, para"ia' mayoria de las aplicaciones. Con- este precio, los
alginatos de origen bacterial dificilmente podrian competir. Sin embargo, los alginatos

usados en la industria farmacéutica pueden alcanzar precios de hasta 40,000 délares por

15
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kilogramo y por lo tanto, esta drea puede convertirse.en un mercado potencial para los

biopolimeros generados por A. vinelandii (Rehm yVal]a 1997; Pszczola 1998; Boswell

2002).

En los ulllmos anos se- han reponlado nuevas aplncacnones blotecnolog,lcas de los

nden desde la:

ploducmon dc elanol a la ])lOdllCClOﬂ de antlcuemos monoclonales usando hlbndomas'

(Clementi 1997: Pszczola 1998).

2.3. Generalidades de Azotobacter vinelandii

Las bucterias del género Azotobacter son microorganismos mucoides naturales. del

suclo. Gram-negativos y aerobios estrictos, méviles a- través:de- flagelos™ peritricos. Son

capaces de fijar-nitrdgeno y pueden incorporar ADN- a su‘cromosoma: por recombinacion

(Kennedy y Toukdaria:h, 1987). A.‘vinel‘(m{lii pelienecé'hilaf 'lia'dqlo »AZOlobactel'eaceae.

Los pro’duélds"de ‘»ii"nﬁorl'micn comercial. er |o‘sm‘leSis‘de A. vinelandii son el

alginato y el pohhchIO\nbutnato (PHB), un pollmclo de leserva mnace]ulal. Las condlclones

optimas para, la ploducmon de PHB usualmenlc mcluyen un’ exceso de fuente de'cmbono

agotamiento de un nutriente y bajo valOr de oxigeno disuelto. Bajo eslas”c’ondicxbnes se puede

obtener hasta u’n 70 % de PHB en peso seco de las células (Brivonese y Sutherland 1989). Se

'¢ TESIS (‘ﬂN
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han disefiado procesos multi-etapas dpn(ié, élj Lip p:rrirmé:rvlién\'np:;), se brpromlieve el creéimienlo
bacteriano 'y en el segundo sé’bt’i&iﬂl‘évefl'z{'lgiiﬁﬁ&:gﬁ de PHB con adicion de otra fuente de
carbono, una fuente de nitrégeno adicional y baja aireaéién (Chen y Page 1997), También se
ha descrito que los procesos de sintesis de alginalo y de PHB estan asociados al proceso de
cnquistamienlo, él "cu'al genela células esféricas y Ialeﬁles,': rc—:s}slen@s a la ‘cviesrecrarci(')n

(Kennedy y Toukdurién 1987‘).

2.3.1. BlOSlnl(:Sls (le .llgm'lto por A wne{am[u

La Tuta, blosmlclma d lz,lnalo en A vme/um{u lue 1n|c1almenle plopuesta pon Pmdal

los pasos blosmlcucos cn Ia ploduccmn de alg,mnlo en A wne/(/ndu y P {Iel ugmosa son muy

similares’ (Lynn y Sokalch 1984 Lonel el al. 1996) Como se plesenta en 1 la ﬁz,ura 2. 2 la

sucarosa es uansponlada al’ mlcnon de’la célula y una vez denllo, una

nverlasa’ Ia 111d1‘ollza :

liberando glucosa y' (‘ructosa. Luego de fonnalfse las_ 2; llcxbsas-GefosfalQ’,.co;';'es|qo|1'dientes

membrana cnloplasnmllca de la cclula.

17 TESIS CON
FALLA DV ( WMGEN




Antecedenies

/Sac:uroizl
Glucasa: : 7 Fructosa
p AT ATP ’
v ,, ADP A &
. ’ - » hI bl |
Glicoss 6-10 Fructoss 6-1
NADIE) s 3
NAGIPIH, =
> Munosa 6-P
== 6-P-Gluconato 5

Ho
Muanosa 1-P
2-C'eto-3-Deoxi arr  __

6-P-Gluconuto sei 4%

’ pave (:l)\l’ Manosa
NADIH b
v &

- Plruse w3
4 Plruvate Cilucosa-3-P< GDP acido manuranico
[}
I 4/'
: Dihidroxiacetonn fostato - Acido polimuxnurénico
! . oo B
1 Fructosa 1.6 hifost
" " NAD ,

" a0, ACIDO

| 1.3 P Glicerato T AT
| aaor ALGINICO
[}
I 3P Glicerato
| o8 Ho
. PER— 4pr
4 L\s AT? PHIB

=== =¥ pirnvato

N MNAD 3
con ‘(;co,'“bﬂ.: NAD  NADH, f

(\.'II(‘::(‘)‘" Acetil Cad —= P Acetoucetil CoA 51’ Hidvoxihutiril CoA

(=2

Figura 2.2, Ruta de biosintesis de alginato y PHB en A. vinelandii (Sabra er af. 2001)

Las enzimas encargadas de modificar el dcido polimanurénjco.y darle la-estructura y

Svanem e/ al. 2‘00 |) y una sola epimerasa no dependigme dé. calcio (Rehm er al. 1996).
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Ademas, sc da la depolimerizacién del alginato por una alginato-liasa o alginasa (Ertesvag ef
al. 1998) y una acetilacion en el carbono 2 de los residuos de dcido manurénico por una

acetilasa (Vazquezer al. 1999),

En la acluahdad no solo se conoce la lula blosmlellca del algmalo, sino que lamblcn

vinelandii.

Figura 2.3. Esquema general del grupo de genes biosintético de alginato en A. vinelandii

(tomado de Espin 2002).

El gen ulgl) codlllca pala la enzima GDP -manosa dcshldlogenasa y se uanscnbe a

partir de tres pxomoloncs (Campos el (“ 1996 Nunez el al 2000a) Por otro Iado, los genes

alg8, algdd, algK-y alg./ eslan mg,amzados cn una l
promotor (Mcya Run7 eI a/ 1997a, l997b), cuyos productos asociados 111e111bféh'a ihterda)

posﬂ)lcmcnlc estén mvolucrados en la pohmenzacnon y se emon del algmato (ﬁ,ma 2.4). El

l
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producto de «/g8 es una glicosil transferasa membranal que se ha propuesto con actividad de
polimerasa; alg44 codifica para otra proteina de membrana interna, la cual se propone forma
parte del complejo de polimerizucién o que tiene que vel" coh »el transporte del polimero-al

per IpldSl]'ld (Mcjia- Ruiz ef al. 1997a) El ploducto de (/ng es una plolema peuplasmlca que

pudiera ser pallc clel complqo pohmerusa (Sabra e/ al 2001) y tamblen en la mcorpomcnon
del producto de algJ en la memblana externa (Mc_na Ruu et (11 1997b) como una pl olema
de membrana externa (ﬁbtua 2 4) con actlvldad dc oanal lomco esencxal pala Ia sccnecnon del

alginato (Rehnt 1996) Despues dcl opelon conlenlendo los ;,enes alg8 alg44 ang y ang se

cncuentra el Q”pcl"qn llgG.«\’LIVI‘ A (Va/queL et (1/ 1999), donde algG. codlhca pala una
cpimerasa ('vlv{erl-u‘ﬁ cl (/[.:,‘”1996;)_,vql’l§‘:v“th’de]‘v)ende de calcio y algl COdthﬂ para la alguwto-hasa
(Lloret ét al: 1996,E1(csvég et a/ 1998) Los px;oduclos de algX, algV, algl y algF son los
responsables de la u(V:'c;li_'lzi;:iél.i dc .Ibs residuos manurénicos en el periplasma (Vazquez ef al.
1999), aunque olras aiulon"t:s(Sabra et al.-2001) han propuesto que a/gX codifica para una
enzima involucrada c;dn 'el'cblliblejo polimerasa. Finalmente y precedido de un promotor
debil, algd ‘ cq(lilica ';')aril Ia enzima bifuncional (fosfomanosa i’SOITIel'aS‘a,‘,‘D‘CP manosa
pirolbslbrilasa)’quc cataliza ci primer. y tercer pasos de la via (Lloret eI ul I>9‘96;> ’Vézquez et

al. 1999),

La C\plcsmn o lmnscnpcnon dc los genes esllucunales de la via dc smlcsns del

alginato esta bajo cl cc')vntr,o'kl _Jd una sene de p olemas leg,uladoms que incluyen laclores sng,ma

alternativos y sus rcgulﬁdores- negauvoso- 1llsu,mas, asi como la participacion de proteinas

reguladoras de la lamxlm’de dos componentes (Mamnez-Snlazal et al. 1996; Moreno et al.

1998; Nutiiez et (1/. zoooa, 2000b; Castaﬁkeda et a[.‘ 2000, 2001).
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Figura 2.4 Modelo de las enzimas involucradas en la produccién de alginato por 4.

vinelandii.

2.4. Factores que influyen en la biosintesis y el peso molecular del
alginato por A. vinelandii

Se han realizado estudios a fin de investigar el efecto de muchos de los factores que
afectan la biosintesis del alginato (nutrimentos, fuente de carbono, temperatura, pH y TOD,
entre otros). El efecto de cada uno de estos factores ha sido cuantificado en términos
cinéticos, tales como velocidades de crecimiento, velocidades de produccién de alginato y
consumo de fuente de carbono, rendimientos y productividades (Jarman et al. 1978; Horan
et al. 1981, 1983; Chen et al. 1985; Brivonese y Sutherland 1989; Clementi et al. 1995,
Peiia et al. 1997; Parente et al. 1998; Peiia 1998; Clementi et al. 1999; Trujillo 1999; Pefia

et al. 2000; Trujillo-Rolddn er al. 2001; Sediiez et al. 2001).
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En nuestro grupo_de investigacion se lrifa-"generadolinf’ormacic'mvsobrc:el-'e('ectvo de la

aircacién y de la. TOD en-los culliVOs;de'}'L vinelaridii; sobre la pxoduccmn y peso»

molecular de los alginatos. Pcﬁa et al. ~(1997) llevaron‘a’ cabo cultivos: de p

wnc/(m(/u en

posteriormente fue dcpollmc‘;n?ado Al I'na] dev Ios culu‘vos el pcso moleculal pxomedlo
(PMP) del alg,malo de los mallaccs éonvéncnonalcs fue cinco veces mayor quc ¢l PMP-del
alginato de los matraces con deﬂeclores Poslenormenle, en cultlvos en fcnnentadon, Peiia
el al. (2000) reportaron como la TVO‘D_(enkeI intervalo de 0.5 a 5 %) y la hidrodinamica
(velocidades de agitacion cﬁ el inlérvzrllo‘ de Z"aO() a 700 rpm) alectaban Iu'prbocrluccién de

alginato asi como cl peso moleculal del pOlllTlelO En condlcmnes de ba_la velomdad de.

agitacion (300 rpm) y una; alla TOD (5 %), el cultlvo,produJo mis: algmalo ‘(4 5:;_,/]) que Io

dcpohmcn?acmn (Icl a g,l lo cna' causada pox la actlwdad a]glnalo liasa extracelular (Pefia

et al., 2000) Anlenon al uabajo dc Pena er a/ (2000) se reportaron otros trabajos que

B TESB CON
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demostraron ¢l cfecto de la TOD sobre la produccién de alginatos por A. vinelandii. Por
cjemplo, en cultivos con'y sin éb'ﬁ'li‘dlﬂdé';l"OD Parente ef al. (1998) obéervﬁron que la

mayor concentracion (inal de alynalo (3 8 g,/]) es obtenida cn los culllvos Ilcvaclos a cabo

sin control de TOD. Sin embang,o, esle culuvo sin contlol estuvo entre 2y4 ‘/ide TOD EI

mcdlanle la~

En un llabalo poslcnon clc nuestlo g,x upo Tl ll_]l” Roldan‘et al. '(2001) |epondlon el

clecto. clc oscnlacnoncs clc TOD soblc eI mcldbolxsmo dc Ias bactcuas y el alginato
producido. Las oscilaciones sinusoidales de la TOD se llevalon a cabo con la mampulac:on
de las presiones parciales del oxigeno y del nitrégeno en la enlradu de un biorreaclor de 1.0

I. Se cvaluaron los cfectos del periodo de oscilacion (tiempo“en' que dura una oscilacion) y

de la amplitud de la onda (valor sobre el que oscila Ia TOD);"“cé‘il' liiiejé de la oscilacién
fijo en 3 % de TOD. Se pudo observar que ]a'falﬁiplrit’ud ¢ la.oscilacién tenia un efecto

importante en.cl PMP del alginato, ,Sitjfexxlbal'go nunca:se obtuvieron alginatos de mayor

funcion de la- TODV OllO de los g,ases que ha SldO estudlado en nuesllo grupo ha sido el

bidxido de carbono en Ia corriente de entrada de los gases (0 25 % v/v) y su efecto sobre

: TZ508 CON
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la produccion y el PMP del dlgillalo 'producido'por A. vinelandii (Seafiez et al. 2001), El
crecimiento de la l)iélﬂhSﬂ :yi'lz'i i:fi‘_dduéciéﬁ dcl"al'ginalo fueron inhibidos a bajéé mvcles d;a
CO: (4 ~ 8:%), pero cstimulédoﬁ a niveles altos (13 %). Uno de lo’s 'l'e:SiLlll‘ildOS mz’lé
draméticos fuc que para los niveles d‘e CO; de 8% y 13% no se observéd dépolimcrizacién

del alginato (Sczﬂﬁcz et al. 200]).

2.4.1. El‘ecto ‘(le Ias condiciones de cultivo sobre Ia polimerizacién y depolimerizaciéon de
.llgmato pon A vuwlamlu.

En dlsc,unos llabajos sc ha mostrado cdmo ciertas condiciones de cultivo (agitacion,

ougcno (hsucllo CO': y nutrimentos, entre otr as) afectan el PMP y la distribucién del peso
molcculal dcl algnmlo pmducndo por 4. vme/(mdu (Kennedy er al. 1992; Ertesvag et al.
1998; Pcm el a/ 2000 Tlll_]l”O Roldan ef al. 2001; Schiicz e al. 2001). Ademas, lamb:eﬁ
sc ha mlcnlado leldClOl‘ldl eslas condlclones de cultivo con la posterior dcpohmel izacion
del alunato (llll_]l“o 1999 Pulenle 1998). Parente ef al. (1998) ploponen una xelacnon‘

similar entre cl aumcnlo del PMP y la velocndad espccnﬁca de crecumenlo mlenlxas quev

Clementi (1997) |)|cscnta como.. la depollmenzacnon dcl algmal

agotamiento de nulnmcmos como Ia Fucntc de nm ogeno Sabla et al (1999):] opov en que

la fuente de fosfatos es el l‘aclor n,utncnpna»l relamonado 'co’n'yla, caldaidel ,MPTde] al{,mdto

en cultivo. Estudios previos a estos, han propuesto que la causa principal de- Ia degradacic’m

del polimero es la expulsién de la alginasa del espacio peripldsmico de la célula al espacio

extracelular por una lisis celular al final del cull‘ivo(HOraﬁ: etal. 1983).

24



Auntecedentes

Los reportes de Kennedy ef al. (1992)7y Ertesvég et «l. (1998) son los tinicos que
lian tratado de c'nlcnklcr el nicézihiéindfdejifé:c‘iiéiniﬂé lzrxrjalrgfnzilo lri:va'sar en A. vinelandii. De los

dos reportes.sc pucde conclun que la alg,lnasa es noxmalmenle periplasmica (95% en

cultivos en malm/) y con pll ophmos cercanos; ]a neutlahdad (Kennedy et a/ 1992) El

eplldo senal de 2.4 kDa
os enlaces de residuos de

acidos gulurdnicos.

Otros ’esludiosls an sandbznifltan'tes" A. viné/am/ii (nbrmalmcnte

a mulacnon se cncucnlla dcnuo dcl [,l upo de genes blosmletwos dcl alglnalo) Un eJemplo

cseltr abajo en el que se lepm lan lles‘cepas‘lmllanles con. allctamones en la transcripcion
de uno de los gcnes i;nporlanlgS de la producAcic'mkdeﬂ alginato (a/gD), en la sintesis de PHB
y una (loblc’mulanlc éoh ias dos mutaciones anteriores. En ninguno dec los ’casos, la
produccion de alginatos fue mejorada contrcs’pecto a la cepa silvestre (Pefia er al. 2002).
Sin embargo, la doble mutante prbdujo Vunk PMP casi «ireé veces mas al‘lo que el mayOE
reportado para la cepa silvestre,. aimqi_ne se dt‘;s‘coylylpcq el mecanismo ‘por lo que eépo stxcredé

(Pciia er al. 2002).

Ademas, e\lsten 1epoxlcs sobxe alg,malo llasas de ouos modelos blOlOglCOS. La
recopilacion mas rccnenlc de esla mfonnamon f‘ue 1callzada pon Wong ef al. (2000) La

mayor parte de los csludnos se. han 1eal|zado en las especxes de Pseudomonus (Hatch y

Schiller 1998; Rchm 1998; Pleslon el al 2000 Pleslon et al 2001 Otto et al. 2001) y en

algunas bacterias marinas (Brown y Preston l991; Iwamoto et al. 2002).
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los tenomcnos dc pollmcuzacnon y depohmeuzacmn Enlcndel cuales son las I‘uncnones del' :

complqo pO|l|ﬂCl’de y de Ia alynasa en la determmaclon de] pcso molecular del dlg,lnulo

dos cepus’ chA vme/am/u: una cepa snlveslre (ATCC 9046) y una. mulantc‘ mcapaz de'

la producciéh y eII'YPMkP deklt”zlxlllginal"o,‘ ’
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3. Objetivos

3.2.

General
Entender y caracterizar ¢l papel de la alginato_liasa.y.del.complejo. polimerasa:(bajo
diferentes condiciones de oxigeno disuelto) en l_a'dctél'q11ijiuéi6)i_ del-peso. molecular

del alginato producido por Azotobacter vinelandii. .-~

Especificos
Obtencer y caracterizar (en matraces y cn fermentador) una mutante de A. vinelandii

no productora de alginasas, pero que si pueda producir alginato.

Realizar cultivos de 4. vinelandii:en . fermentador ‘donde ‘sea posible  evilar: los
componentes provenientes del indculo, con el fin de.lograr un andlisis‘apropiado del

alginato y su peso molecular bajo condiciones controladas.

Analizar ¢l efecto de la TOD 'sobre “los fenémenos ‘de polimerizacién y-

depolimerizacion del alginato.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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4, Materiales y métodos
4.1 Microorganismo, medio de cultive y condiciones de crecimiento

La cepa de Azotobacter vinelandii ATCC 9046 sc preservé a 4 C en tubos inclinados
con medio- Burk  modificado ‘solidificado con agar (18 g/l) (ver composicién adelante), sin

extracto de levadura;-El mantenimiento. se realizo con resienmbras mensuales como ha sido.

descrito previ amcntc( Peia ef k_al," 1997).

El ,mic‘roorguni‘s‘md se crecié en medio Burk’ n‘lo'di‘ﬁ‘qadok (MBM) con'la siguiente
composicion. (cnvg/l)‘: sacarosa (20); extraclo de- lcvédufa (3); KzHPO4 (0.60); KHgPO4
{0.16); MOPS - icido 3-(N-morfolino) propanesulfonico - (1.42); CaSOy (0.05); NéCI 0.2);

MgSQ,7H,0 (0.2); NaMoQ,42H,O (0.0029); FeSOy4 (0.027). Las sales;fude:ﬂ‘poyl‘é‘l_sib,f» la

eslériles se mC/clmon en la campdna de ﬂlle lammal (Pc al 1997 Pena 1998 Tr u_|1]lo

1999).

Para la obtencion de los indculos, se resembro, de los-tubos inclinados a medio sélido (cajas
Petri) y se incubo (por duplicado) a 29°C durante 72 horas. Tres asadas de las células de las
placas fueron usadas para inocular los matraces, los cuales se incubaron (por triplicado)

durante 24 horas a 29°C y una velocidad de agitacién de 200 rpm. El matraz seleccionado
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(cuya densidad dptica inicial era cercana a 0.15 en dilucién 1:50 y que representaba 0.3 g/l de
biomasa en el lermentador al comenzar el cultivo) fue usado como inculo de los cullivos en
fermentador y en matraces. Los cultivos. en matraces se-llevaron a- cabo usando mauaces :

Erlenmeyer de 500 ml con 100 ml dc medlo de cultivo. En condlcloncs estenles 10 ml de

inoculo se adicionaron a 90'ml, ‘dciMBM;en;cadq‘ malraz. Se i,nctibiaron 2¢ 'malraces,’

clocidad de 2

sacrificando dos matraces cada 12-h para-posteriores analisis. Se utilizé un

matraces.

Para los c;iltivos éxy('ermenlqdof se uso un biorreactor de i.S I con un volumen inicial
de trabajo de 1.0 | (:V_il"tiS, "Gélrfdin:er;‘NY). EI biorreaclof esta equipado con dos turbinas
Rushton (relacion de ’diénﬁe‘ti'osfde i’l‘ﬁp‘iiISOl' a ianque de 0.‘5); de 6 paletas planas y un difusor
de 3 orificios para Jcclual la aueacnon pon burbujeo. El pH fue controlado a 7.2 de forma on-
off. mediante la adlc[on aulomama dc‘NaOH (2 N), por un amplificador-controlador de pH
{Ingold 2300, Columbus: OH) ayudaclo de una bomba peristaltica. La tension de oxxg,eno
disuclto (TOD) se mldlo mcdlantc un clccllodo polaxoyaﬁco de o‘u&eno (Melllel-’l‘oledo‘

Columbus OH), su scﬁali fue lransmmda aun ampllﬁcadorde OX|geno "(lngold;‘-‘Columbus_ o k
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(1 lLUl”O Roldan er «/. 2001). Las fermentaciones se llevaron a cabo a un flujo constante de la

mezela de gascs de 800 ecpm, a 29°C y velocidad de ag,uacnon de 300 y 700 mm Con el

sistema descrito se pudo controlar satisfactoriamente la TOD en valores cercanos al set point.

4.2 Métodos analiticos

4.2.1 Determinacion de la biomasa

La determinacion de biomasa se llevo a cabo por un método graviméli‘iéd de peso seco
(cn g/1) previamente descrito (Peiia ef a/. 1997; Pefia 1998; Trujil]o-RoIdén el al. 2001): se
mezclaron 10 ml de caldo de cultivo con 1.0 ml de Na,EDTA (0.1 M) y ] .0 ml de NaCl (1.0
M). Se ccnlril‘uéé ;1 15,500 x g por 20 minutos (centrifuga Eppcn:d:orl’v5804). Se separo el
sobrenadante y posteriormente el centriflugado (paquete celulal) sc Iavo con una mezcla de

0.1 M EDTA : 1 M NaCl (1:1 v/v), El paquelc celulal lue ﬁluado a] vacm a-través de

membranas Nucleopore de 0.45 pun de tamano dc poro, prevnan das La membxana

fuc secada por 24 horas a 7OC en cslufa (Felnsn), pala" Fnalmeme pesaxse y oblencx (por

diferencia de peso) la cantidad de biomasa.

4.2.2 DC(’CI'I]]Vi#ll%i;éié‘!’l":sjrcj biénlasa por turbidimetria

Se 1011"1«:;,)":L\‘|‘§.1"‘d: :zklyyl_i'czl‘l’dla de 1.0 ml del caldo de fermentacidn y se diluyék 1/50 con agua
destilada. Pdétc;f;‘/i:o‘rmehle, sc¢ leyd la absorbancia de la muestra a 540 nm en un
cspccll‘olbléni‘c‘:ujob Béckman modelo DU 650. Los valores se usaron como una manera rapida

de determinar cl créchnicnlo bacteriano en el medio (Miranda 1998; Pefia 1998; Trujillo

1999), : : : : ‘l" ara ‘""\?‘?
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4.2.3. l)ctermmacmn dc sacarosw porel metodo de B- fructofumnos:dasa - DNS

Estc meloclo se basa cn la hllehSls de la sacarosa usando una invertasa (pala ploducu,

una molccula dc glucosa Y. una dc ﬁuclosa) y la post orfmcdncnon declos azucares reduclores

libres pox mcdlo dc la 1educc:on del acndo dmnrosalncnhco (DNS) Se forma Lm compucslo

nmo-ammado amanllo cuyd dcnSIdad opuc _es plopoxcmnal ala concenuacnon de 5,1upos

l'cduclores (Mlller 1959).

La Solucio’n de DNS se prepard pesando 16 g de NaOH, 300 g de tartrato de sodio y 10
g de DNS 'y se mezclaron en este orden‘en 1.0 | de agua destilada, calentando para una
disolucion total, con adicion lenta delfDNS p’ém evitar precipitacion. La solucién enzimatica

se prepard mezclando 2.5 mg de la‘enzima: B-fructofuranosidasa (Gist-Brocades con una

actividad de 243 U/mg a 40"C) con 1.0 ml'de amortiguador de citratos (0.32 M, pH 4.6). El

procedimiento cs como sigue: se tomd una alicuota de 1.0 ml del caldodc I‘ennenlacic’m y se

diluyé 1/25 con agua destilada y se sirvieron O 9 mlen lubos de ensayo y ‘se mezclaron con ;

0.1 ml de la solucidn enzlmallca La mezcla“se_ lncubo a, lempctatuna amblenle duxanle 10

l.os valores sc C\lupolmon en Ia cuwa patxon la cual se elabom uuh/ando solucnones de
sucarosa en concentraciones de O 2,04, 0.6, 0.8 y 1.0 g/ (Tlu_nllo 1999) La ecuacion de la

curva estandar de sacarosa s lasiguiente (°=0.997):

Sacarosa [g/1] =2.031 x Abssg + 0.045 ' TES‘S CO\T
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4.2.4, Extracciéon y cuantificacién de alginato

gravimétrica delhﬁsmd (Jarman et al, 1978; Pefia. et= (// 1997

La \'iscosi(lzldiéiél ézi llllvo se midid en un viscosimetro de cono y plalo (Wells-
Brookfield LVT, Scnes 82198) “Todas las determinaciones se lucnelon a lcmpelatura'-
ambiente (25°C) a 6 mm y usando el cono CP-52, lo cual concsponde (dc acueldo ‘al -

fabricante) a una velocidad de deformacion de 12 s Las medxdas f‘uelon xealmadas de,

acuerdo a Pena o al. (1997), Peiia (1998) y Miranda (1998)

4.2.6. Distribucién de pesos moleculares

La distribucidn de pesos moleculares se detem‘lirné por crbmalograﬁa de filtracion en
gel (CFG) usando un par de columnas de Ultrahidrogel (UG ‘500 Waters y lineal ‘Waters) de
7.8 mm (diz’lnmllﬁ interno) por 300:mm, acopladas a un equipo de HPLC (Waters 625) con un

detector de indice de refraccion (Waters, 410). Como fase movil se usé NaNO; 0.1M a 35°C
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a un flujo de 0.9 ml/min, La SCﬁal del deleclér fue préccsada con un prdgrama PC coxﬁbatible
(Maxima GPC; Wulcns, Mlld[‘md MA, USA) La cahblacnon de las columnas se llevo a cabo‘ 7
con un método. estandar de cahbxacnon utilizando . pululanos de Auzeol)asul/um pullulansr
como estandarcs de peso molccular con un intervalo de 5,800 al 600 000 Daltones (Pcﬁa et
al. 1997). Para el andlisis se inyectaron 50 wl dc muesha (0 01 g dc algmuto dlsuello en .10 ml

de solucidn de nitrato de sodio 0.1 M y fi f'ltlada en memblana Nuc/wpo;e de 0.22 um),

4.2.7. Cuantill lCIOll (Ie Ia actl\'ldnd algmato-h.ls'l: (algmasa) e\trflcelulm

Sc dcsauollzuon ucs tecmcas pala Ia cleleun' acxo‘n (le la acuvndad liasa: a)

seglimiento dc actlvldad en cajas Petri ;(mcbdlrod bsQ];do), b):melodofespeclrol’olomélrico a

235 nm y ¢) método cromatografico. -
4.2,7.1. Método en medio sdlido
Este método es una modiﬁcacién de'l'a lécxlica pl‘eviamenle reporlada»por Gacesa y

Wusteman (1990). La pxesencna dc Id acthldad algmalo Ilasa se detecto medlante la

inundacién de cajas Petri con una solucn’on al 10 ‘/) de clox uro de celllpmdmo (C7|HngCl)

sobrenadante’ dcl culuvo pxevmmenle 1ctnada Ia blomasa pox annl‘ug,acxon (l: 500x g)y

retirado el alumalo con una solucnon al 10 % de CaClo (4"C pon 4 h, y poslenoy
centrilugacion a 15,500 X g) y dialisis en solucidn de TI'IS-HCI (pH=7.2, 4°C, 12 h) para

retirar el exceso de sales. Como blanco, se adiciond el sobrenadante del cultivo inactivado

o
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por ebullicion. Por oira palle, este mclodo iue modlhcado con la intencion de conocer la

actividad de dllcwnles cepas dc A wnel(m’(/u Se coloco en las cujas medlo Buxk”

modificado solldltlc'ldo con: a&,m (] 8 g,/l) y alglnal a O g/l) En los pocos se moculalon las- -

bacterias y se les - pcnmmo crecer. pox : - 29°C: Poslenol f‘los

ul : crccmuenlo

)

mlcroorgamsmos.son ,lavaclos con agua eslerilr.‘y e prosigue-a’ la lmcto

cclllpnldlno. Cuando se plesenla Ia [‘ormacnon de halos blancuzcos, S n fotog:a[‘ados

utilizando Vun‘londo negro.

4.2.7.2. /tf/el()(/a e.spec// ofolomelrlco

LLos (-Jcndosk luomcos que son"g,cvanemdos por ‘la accién de las ‘;Iunasas absorben
!ueltcmcnle a 235 nm. Esta plopledacl es Lmllzada para medir la actnvndad liasa (Ertesvag et
al. I998) Se” lomo una mucsna de 10 ml del caldo de cultivo y se le adicioné 1 ml de
EDTA (0 l M) y2 ml de NaCl (1.0 M) y se centu(u;_,o a 15,500 x g durante 20 min. Al
soblcnadanlc sc lt. adncnonmon 3 ml del clonuo de calcm (10 ‘Vx) a 4°C pm 3 h, el

precipitado - resultante fue ellmmado por cenmfug,acnon (15, 500 X g, 20 mm) El -

sobrenadante fue dializado en T ||s HCI 0 02 M (pH 7 2) 1 5 ml del caldo le.c Ilvo'(sm'*v

c¢lulas y alginato) obtenido como'se plesento plcvmmenle fue adicionad S.ml.de una

TRAIS F‘ﬁ.
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4.2.7.2. Método cromatogrdfico

El'método cromatogidfico i'se"baéix en l:ai:‘:iliirliz

fde‘l_la?ﬁltra’c{él : n-'gel“',pai'ajlay

determinacion del peso moleculal de un. pollmcm Se énfrentaron cantidades lf,ualcs (1,5

ml) de extracto proteico e\lracelulal con algmalo de a]la v

1g/l). Al final de 20 h de lrncubamon a tempelaluxa con ¥

peso molecular. Una umdad de aclmdad f'ue deﬁmda como’la:caniidad:de elwma que

degrada el peso molceular en 1. 0 Dalton })Ol hom Es» o mhsls se. ullhzo'

unicamente conmo mclodo confirmativo de Ia calda del PMP del alynato. :

4.2.8. Deter mm'\cmn de plotem'l e\tl acelular

Se: uull/o cl melodo de BladIOId usando el kit de Bio-Rad (California, USA). El azul

de Coomassnc 1almenlc a aminodcidos basicos y aromaticos de una proteina

cspccmlmenlc o ;l'ls'alynmas 3% Ilsmas Este es un procedimiento simple y exaclo para

determinar la conccnuamon de la proteina soluble. Implica la adlmon de un colonanle 4cido a
la solucion de la,pr‘oleiha y la medida a 595nm en un especlro!blémetro. La comparacion en

una curva patrén proporciona una medida relativa de la concentracion de la proteina.

Inicialmente se reconstittiyé cl-patrén liofilizado de:albéimina bovina (siguiendo las

instrucciones del proveedor); a'greg;m'c ' d;efx1a que viene en

el Kii (solucidon linal de 10 mgml Elrleactlvo se plepalo dlluycndo una parte del

concentrado (Bio-Rad) con cuatro’ pan les de agua deslllada En este llaba_jo se desarrollaron

dos curvas patron para dllmcntes mvelcs de concentracion:
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Enla primera curva pali‘én se prepararbn cinco dilucionés de la proteina estandar (0.2,

0.4,0.6,0. S y I O mgml) Sc lom

OO pl de cada pauon 0 muestra, por triplicado y se le

Para la scbunda culva pauo se empezd con. lina solumox ’de 10 pu,/ml y se p| epararon

cinco diluciones (0.2, 0. 4 O 6 O 8 y 1.0 pg/ml).:. Sc. tommon 800 pl de cada patréon o muestra

por triplicado y sc le acllcmnaron 200 pl de Ia sollicién diluida. Se incubaron por 30 minutos

yscleyd la absonbancm a 395 nm La ecuacxon de la curva patrén es la siguiente (1* = 0.992):

Plolcmd [pgm]] 28.90 x Abszzs—0.31
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5. Estrategia experimental
La principal iniciativa que impulsé este proyecto se baso en que toda la literatura
réponaba la cinética del PMP en cultivos a condiciones controladas bajo dos t‘endehcias
:principalés; un_incremento del PMP_ durante ;oda la fase exponencial. de crecimiento,
’ob:viarmcn'lc causado por un f'éAllél‘jjél;c; de }éé)lilf1e|‘izaciél1 del alginato »y:VLiIﬂa:‘_c‘:ai(lé Thasta

normalmente se presentaba al' final- de la (ase

t: (1(. 200]) Se habiia

En qdnscciue"ncitiyxj; el ‘l)xjoygﬁz o estaba di gldoa Y spondel pu?égu}nas tales como: (El
aumento del PMP clel};ulg{ijna‘l'd .éh_'cuyllivo se debe ﬁb un fendmeno de ﬁolimerizacién?,
¢.Cuando aumenta el PMP dél ‘i\lginalo en cullivo, existe depolimerizacion?, ¢ Existe relacion
de la cinética-de aClividﬁd alginato liasa con los cambios en el PMP del alginato?, ¢ Cual cs el

papel de la polimerasa y la alginato liasa en la determinacion del PMP?, jExiste un fenémeno

de “dilucién™ del alginato en cultivo con el-alginato pre-sintetizado en el indculo?.

cion, ‘se realizo la
climinacién ‘de uno. ~proceso  (la

depolimerizacion) est

Rl
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Estrategia experimental

alginato muy similares a la cepa parental, pero incapaz de producir alginasas. Esta cepa
mutante en‘algl. s¢ convirtié en la principal herramienta de este trabajo con el fin de entender

cl fenémeno de la polimerizacion,

Pala cllmmm cl [‘cnomeno de di ucié del alf,malo en cu]llvo con cl algmalo pre-

sintetizado en cI moculo, sc pxopuso moculal umcamenle las celula '

Esto se logrg')‘rmedianle ‘

la lmplemenlamon de. una scnmlla eslralef,la me odologlca' al fermentador “las

cclulas pxcvmmemc ccnlnf‘ug,adas y |esuspend1das en nue,, niédio“de:c};lt vo, ‘asegurando

que cn el proceso dc ‘_‘Iimpieza del moculo no cxlsllela llSls celulal.

Con- lué ’hcyl‘raﬁllyielnhas: ;ﬁ'cvias (mutante -incapaz de producir alginasa e indculos
Iavados) yaera posnblc detcx minar el papel del complejo “polimerasa” eﬁ culli\b. Para csto se
llevaron-a cabo cultivos bajo condiciones controladas de oxigeno dlsuello a l 3y 5% de
TOD. Adicionalmente, se pudo comprender cémo la‘ TOD 1'egllla los fendmenos de

polimerizacién y depolimerizacion del alginato en cultivo.

TES&T‘,, CON
FALLE DR ORIGEN

.‘
]
‘ e s VTR T |

,‘._.
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6. Resultados y discusion
Para poder determinar los papeles de la algnalo llasa yel complqo polimerasa en la
determinacion del peso molecular del alginato por A"OIO/)(IC!GI vmelanc/u y su relacion con

la tensién de oxigeno disuclto (TOD), es necesario entender cada proceso por separado.™

El Icnomcno de la: pollmel acmi del alynalo por A. vinelandii, se presentaba en los

cullivos como un me o ‘cl PMP del algmalo (Parente er al. 1998; Peia et al. 2000;

I'mJl]lo Ro]dan e/ ul't:200I), que,ﬁnallzaba en la fase pre-estacionaria de crecimiento. En

cste pxoccso eslan mvolucnddas (al “‘menos) cuatro proteinas asociadas a la  membrana
interna “de: la chtcna (Alf_.,8 AI1,44 AlgX y AlgK) formando un complejo enzimdtico
(MeJlu-Runz el ul. 1997a, 1997b; Sabra et al. 2001). Previo al proceso de polimerizacion
estd ¢l proceso previo de sintesis del monémero activado (GDP-dcido manurénico), en cl
- que estdn asociadas otras tres proteinas (AlgA. AlgC y AlgD) (Pindar y Bucke 1975;

Campos et al. 1996, Espin 2002).

El fenémeno de la:depolimerizaciéon del alginato, que se presenta al final de los

cultivos (lase cslacio\nari@i):,:b‘casfio‘nzindio[ la.caida del PMP  del- alginalo- hasta valores

cercanos a los del cultivo; inicio; esid.asociado a una Unica actividad enziimdtica (AlgL).

Por otra parte};existi osibilidad de que al menos dos epimerasas presenten actividad

alginasa residual-en’ ues ya sc habia reportado esta actividad in vitro (Gacesa

1987; S\'anemael—:le.:f(2(7)01). ‘Asi, :cl'generar una cepa mutante de A. vinelandii incapaz de

producir alginasas se. convirtié -enla mejor- posibilidad para comenzar a entender el
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fenémeno dc la polimcriZaéién / depolimerizacién. Trabajos previos en P ue/'ugi'/io;s'u

(May "y Clml\mbally 1994) habian  reportado que ccpas mulanles quc 'fallalan‘

produccion dc alynasas (AlgL), SICmpxe fluctlf'caban en cepas no. ploductom dc alg,lnalo

(no mucondes) Los auloxes plopoman que ul menos pala P, aer uglnosa lajploducmon de‘

uh.,matos cslaba dueclamenlc lelacmnada con la aclmdad alg,mas y su’ p ]cl eslaba'

csucchamcnlc 1clacnonado a Ia pollmen/acmn (May y Chaklaban ly 1994)

En colabomclon con cl glupo de ‘la Dla. Guadalupe Espm (Dcpaxtamenlo de

MlClOblOlO[:,ld Molecul ri de Blole nologm de la UNAM) sc generaron dos

ccpas‘.lmrlanlcs de A. .wnél(m(lu Jncapaccs de ploducn algmasas Estas cepas - [ueron
caracter I/dddS y se dcmostno queal. mcnos una ploducm algmalos y 'serviria como una

hcrmmicnldidculypui‘a csludiar cl fendmeno de la polimerizacion del alginato.

6.1, Can‘act@:‘iz:lciéll de mutantes incapaces de producir alginasa

En A;lvkiherlsunk(rlii, el gen algl es el que codilica para la actividad alginato liasa y
forma parte ‘( ch’: épér(’)n algGXLIVFA (Vazquez et al. 1999). Estudios preliminares
realizados en cl ‘grupvo de la Dra. Espin habian demostrado que inserciones de caseles Q en
la misma oricnﬁaéic’m que la direccion de Iav‘ lranséripcién produce mutaciones no-polares
que permiten lkil 1'ran‘sc|-ipcién de los gencvs‘q’q"g:,syé encuentran cascada abajo del misn‘1o
operon (Mejia-Ruiz er al. 1997a; Vazquez ef (1:1; 19‘99)." Se utilizaron los plasmidos pSML1
y pSML2 que tenian las mulaciqnes dg caliécler, Vlsro_l‘axj y no-polar a/gL::QGm y que no se
replican en A, vinelandii (ver: las cdnslfuccionés en él,‘ énexo 1).- Al realizarse la

transformacion en la cepa silvestre con estos plasmidos se obtuvieron 2 muianies
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resistentes: a gentamicina: SML1 y SML2. La mutante SMLI no produjo alginato,
observindose colonias no mucoides en crecimiento en medio sélido (figura 6.1.a), pues su
mutacion, con cardcter polar:no permitia la-transcripeion de los genes corriente abajo del

operén. L.a mutante SML2 si permitié la produccién del polimero, gracias a la mutacion

no-polar..con la produccion de colonias mucoides similares alas'd rental ATCC

9046 (figura 6.1:a). Mediante el método de deteccion de la aclividad alginasa en medio
solido (ver Materiales y Métodos, seccion 4.7.2.1), se pudo corroborar la existencia de la
actividad en la cepa silvestre, pero no en las cepas mutantes,

né’] 2 b7 1 2 3
//f/

Figura 6.1. (a) Crecimiento en cajas Petri de la mutante no mucoide SML1 (1) y la mucoide SML2
(2) y de la cepa silvestre mucoide ATCC 9046 (3). (b) Determinacidn de la actividad
alginato-tiasa en medio solido, después de lavado de las bacterias con agua destilada y

tincion con cloruro de cetilpiridinio. ATCC 9046 (1), SML2 (2) y SML1 (3).

Ambas cepas mutantes y la  silvestre fueron caractérizadas por - fenotipo - en

crecimiento en mcdio, sc')lido. Como sc habia observado anteriormente’ (figura 6.1.a), la

mutante SML1 no- pxoducm algmato mlennas que I'1 mu

Por otra parte,.el PMP dcl alg,mato ploducndo en: medlo solido fue.m

SML2 (176.3 I\Da) que pala Ia ccp'1 SIIveslre (905 kDa) A nb os alginatos oblemdos tienen

abla 6 1), valores muy similares a los
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Resultados v discusion
reportados para alginalos comerciales provenientes de algas (con indices de polidispersion

de 2.0 a 6.0, Peiia et al. 1‘997). .

Tabla 6.1. Produccién de alginato en cultivos sélidos de las cepas de A. vinelandii.

Alginato : o
Cepa PMP. (kDa) IP
(mg/mg de proteina) L
ATCC 9046 2.35+0.32 905 3.2
SMLI 0.021 £ 0.001 N.D.  N.D.
SML2 1.16+0.32 1263 3.9

Estos resultados demostraron que la algin‘as‘,a‘ (‘.{\fklgl;ﬂ)-nb? estd: l@lﬂciqﬂgdﬂ con la

produccién de alginatos de alto peso molecul}éi‘., OF, otr ( ) con.el método en medio
solido, no sc pudo cuanuhcan acllwdad alginas: : -eportado dos

cplmcmsas con acllwdad al{.,masa 1e51dual SV 0] 'Rai'n'sl'a’d él al.

2001). Eslos 1e"sullado‘s~ uos ,.perl_ml : que la' Gnica acllwdad alg,masa

importante en cul,livosde")l.f— i)i/zé[(/riilil es’ la causada pon AlgL

Como sc queria estudiar el fendmeno de la polimerizacion del alginato en 4.
vinelandii se selecciond la cepa mutante SML2. Esta presentaba produccién de alginato de
alto peso molecular, sin la produccion de la actividad alginasa. Una primera caracterizacion
se realizd en lermentador, con el (in de evaluar los posibles efectos de la mutacién en el

crecimiento bacteriano y/o en la produccion del polimero.
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6.1.1, Caracterizacion de l'l mut‘mte SMLZ en m'ltraces convenclomles

" La camclcn/aclon cmelnca (en malmces Fllcnmeyel convcncnonales)‘dc la i ultanle

de pr ocluccnon dc alg,malo, Amdlcaban que Ia mutacién en algl abarentemenle no afectaba el

mclabollsmo dc SII'IlCSlS de al&,lnalo ])0] Ia bactcna in" embargo, el consumo de la fuente

de car bono luc mas’ mpldo en los cultivos maluaclos con la cepa mutante (figura 6.2.c).

La visbo;idud del medio de cultivo fue ma;@r en los cultivos realizados con la cepa
silvestre (figura.6.2.d) que en aquellos llevadbvs a cabo con la cepa mutante SML2. Al final
de los cultivos con la cepa silvestre se obsc1 vd una calda en la v15cosndad (desde 350 -cps
hasta 430 cps) alcanzando valores lmales smnlales a los cultwos con la cepa mulanlc (410

cps).
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Figura 6.2, Clncllms de cnccnmenlo de biomasa (a), ploduccxon de. alynato (b), consumo
de sucarosa (c), viscosidad del caldo (d), peso moleculal pxomedlo (PMP) (e) e
mdlcc dc polldlspexsxon (IP) (f) de culllvos llevados a cabo con la cepa silvestre

(o) yla mumme SML2 (-) en m'maces convenmonales 200 rpm y sin control
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Al igual que el comportamiento presentado por la viscosidad, el PMP ‘:clp los

cultivos llevados a“cabo con la cepa silvestre, siempre fue mayor que ¢l PMP de ‘los
cultivos I,lcvados,a cabo con la cepa mutante. La-cepa silveslre alcanza un PMP’fméximo de

]600 kDa, sin cmbdlg,o el alynato es depohmenzado, alcanzando valoncs al l‘nal dcl

cultivo de. 1700 I\Da Eslos valoues son muy snmllales aI PMP oblemdo con: la cepa mutanlc

SML2 (1150 kDa), pcno con la dllercncm de que: cste algmalo nunca Iuc dcpohmenzado

gracias a_ la nalu_raleza de‘ 1a mulamé i El mdlce de polldlspelslon (IP) de las

moléculas de alginato producido p

( 1sm.m,uye al aumentar el 11e;11po de

cultivo, como uﬁ‘rct;léjo de-la produccidn lginalos deiallo PMP: Sin embargo, élzﬁnal

de los culuvos llcvados a cabo con Ia cepa snlvcslre, cl IP aumenta como resultado de la

dcpohmeuzacnon dcl alg,malo

Los 1csu|laclos de la evaluacnon dc l‘a ccpa mutanle SML2 en cultlvos en mau aces,

permitieron ploponcn que."la’*’ s :ba a[‘ectando cl cnccnmlento

bacteriano, 1 la ploducmon de pollmero al compaxaxse con la cepa snlvcsllc Sm

cmbargo, se cnconllalon dlfel nci uf'catlvas en el consumo de Fuenle e carbonq

(ATCC 9040). Adcmas se plcsenlmon dlferenuas en la visCosidad de IOS éaldo,s' de
cultivo, como consccuencm de Ias dlfclcncms en PMP de los algmalos plodumdos pm cada

cepa,

Poslcnonncnlc, se plOpLISO llevax a cabo la caxacten/amon de la mutante en
lcnmcnladou clondc Ia TOD dlsuelto puede contlolmse con precision. Estos cultivos, se

desarrollaroncon el 131'0|)ésito de observar el '['enémeno de aumento del PMP durante un
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cultivo a condiciones controladas, usando. la cepa mutante y compararla con la cepa

silvestre pam podc 1‘i'iﬁzi1"" que otros factores podrian estar impactando la

determinacién dcl pcso moleculal del a]gnalo

6.17.2.2 C.ll'lctel |znuon de I'1 mutante SMLZ en cultivo en fermcnt'\dm
Pefa’ er (// (2000) y TIUJI“O Roldun et al. (2001) demosualon quc pcquenas

variaciones de la IOD (cn el mtelvalo de 1 a 5 %) leman efeclos SIgmhcalwos en la

produccién del alg,lnalo y cnisu ‘PMP Adel.h' (2000) demostraron que los

Mayores pesos molccula S plomedl

nian‘a una.velocida ba_]u de agnacnon (v. ;, a
300 rpm, en un'intervalo de 300 a 700:rpm). Asx, Ia pnmela calacteuzamon de las cepas
SML2 y el AFCC ;9046} fue llevada a cabo"{a una TOD de 3%y a una velocidad de

agitacién de 300 rpm,

La figura 6.3,a presenta la cinética de crecimiento de biomasa. Sc alcanzo una ,‘
mayor concentracion final de blomasa (7.0 g/l) en los culllvos Ilevados a cabo con la cepa

mutante SML2 que con la ccpa snlvcstle (3 8 g/l) Ademas, la cepa sHvestle plesenlo una o

velocidad especilica de crccnmcnto (u) de. O 08 h ,mlentras que lak cepa mutanle crecié mas

rapido, a una pt de 0.,10 h' : obtuvo una concenlnaclon ('nal de algmalo de 2 6 g/l con la

mutante' SML2; una concenlmcnon mas baJa que la produclda por la cepa snlveslne de 4, 0 k

¢/l (figura 6.3. b) Ademas, la vcloc:dad especn(‘ca de produccnon de al;,mato (SAPR pol ;

sus siglas en inglés) para SML2 (0.011 g,alg/gb.u,,, h) fue mas baja que la obselvada con Ia '

cepa silvestre (0.026 gug/Byiom h). La figura 6.3.c presenta el consumo de lg»‘ﬁlente de

carbono (sacarosa). En ambos cultivos, la sacarosa [ue consumida totalmente. Para la cepa
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silvestre, la velocidad especilica de consumo de la fuente de carbono (0.15 gee/ghiom h) fue
casi dos veces mayor que la cncontrada jriélriizfl'zx?éé'pil mutante SML2 (0.08 gec/goiom h). Sin

cmbargo, los rendimientos globales de alz:,malo cn base a'la f‘uente de carbono (Ypss) fueron

menores para los cultivos llevados a cabo con Ia cepa mulante (0 14 gal&/g,g,u), que pam

del cultivo. Por su parlc, en. Ios culllvos llevados .cabo on‘la ccpa SIIvesu se obluwelon

PMP maximos de 680 kDa (IP 3 5)‘ Sin: embmg,o, se obsewo una calda del PMP del
alginato en la eiziba"csmcionaria de cultivo. La depolimerizacion del alginalo va dcsde un

PMP de 680 kDa (IP = 3.5) hasta 500 kDa (con un IP de 5.2).
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Figura 6.3. Cinéticzis de crecimiento de biomasa (a), produccién de alginato (b), consumo
de sacarosa (c), viscosidad del caldo (d), peso molecular promedio (PMP) (e) e
indice de polidispersion (IP) (f) de cultivos llevados a cabo a 3 % de TOD y 300

rpm usando la cepa silvestre (e) y la mutante SML2 (m).
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Los perfiles de polimerizacion y dépolimerizacién del alginato producido por la cepa
silvestre (figura'6.3.e) han sido previamente reporladcrys'por Clementi ef al. (1999), y Peﬁa el
al. (2000). Clementi ef al. (1999) reportan que la polimerizacion del alginalo,’:producido en

fermentador, esti asociada al crecimiento de la bacteria Y la dep()'linieriinciéh del 'alginalo sc

hace cvldcnlc cuando se dctlcnc cl cxecnmento dc la mlsma Esle fenomeno tamblcn ha sxdo

ncponado en nucsllo grupo para cl caso de cultlvos llevados a abo con:la cep snlycstrc .

mutante SML’? (llz?u s 622 e y 6 3 c), pox lo, que. se ploducen’alglnatos de alto PMP Esta

cguaclcnsuca cs ml res: ntc desdc cl punto de vnsla blotecnologlco ya que alz,malos de alto
peso molcculm (con ded polldlS])ClSlOl’l) pucden llegar a ser de alto valor agregado (Ci et al.
1999; Wong et al. 2000). También se pudo demostrar que la alginasa (AlgL) no es esencial
para la produccion y polimerizacién del alginalo; Por otro lado, May y Chakrabarty (1994}
proponen que Algl. cs esencial en la produccion de alginato, al menos en P. aeruginosa. Los
autores proponen a Algl. como una enzima “editora” del tamaiio de la molécula y, sin la

presencia de esta enzima, no podria iniciarse la polimerizacion.de la molécula‘de alginato:

La maym panle “de; los xcsullados de csla elupa clel proyecto se publlcalon en el

articulo “Alynalc ploducuon -otobaclel wnelandz mutant unable 1o, ploduce

alginate Iyase :M A 'I‘lu_nllo Roldan, 'S: Moneno, D Segum, E Gahndo y G Espm,
Applied Micr a/uo/o,gy an(l Blolec/mology 60: 733 —737 (2003) En ese dlllCLlIO (incluido en
cl anC\o) se plcscma la constnuccxon de las mutantes SMLl % SML.2 y el electo de la

mutacion de algl en la actividad alginasa. Se reporta que para ambas mutantes no se

* TF!)T
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cncontré actividad cnzimatica de AlgL, Ad}icionalmente, se presentan las cinéticas de
crecimiento, produccidn de alginato, Viécéis'idﬁa& PMP dé los cultivos llevados a.cabo a

una TOD controlada de 3 % y una ve1001dad de':"lglla01011 de 300 lpm con:las cepas SML2

(productora de alginato) y la parental (ATCC 9046) ‘Se. 1ea114alon algunos estudios sobre el

y germinaban de mancra- muy similar; demostrando que una mutacién no polar en a/gl. no

afcctaba cstos procesos celulares.

Poslcnolmenlc sc 1eal|¢alon anallsls (lel per(‘l dc dlslnbucmn de los pesos

molcculares (cxomatoyamas) cn Ios cultxvosﬁdc la cepa "mulanle SML2 (a 3 % de TOD y

de los alg,matos dc baJo MP (pxoducndos encl moculo) soble los de allo peso molecular

producidos -en el Iennenladox
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Los datos de 165 cn‘bxﬁal(@i’afiﬁ' de’los cultivos con la cepa SML2 (figura 6.4), ;105

demostraron que para entender.el: fend

en fermentador bajo condicio

alginato que cra sintetiza (matraz convencional). Si esto no se hacia; seria”

muy dificil poder diferenciar; de las distribuciones de peso molecular, cual era el-polimero

que era sintetizado y gu;’il'habig‘s‘i'doﬂi}noculado’al'» fermentador,

% Peso

k I:;kogp'es"o,mdklec’LiIar (Da) -

Figura 6.4, Dlslnbucmncs dc pcso moleculal a dlfelel1les tiempos de cultivo: 0 h (—); 16 h

(***)y 48 h (- -), Vde los culllvos llevados a cabo a 3 % de TOD y 300 rpm

usando la cepa SMLZfde A. vinelandii.

El proceso tipiéo de'inoéulacién en cultivos de: A. vinelamlif'0011siste en la
propagacion -de cclulas en un plc-culuvo en un malmz convcncnonal Esle volumen es

cquivalente al 10 Y del volumcn de llabajo dcl lermentudm Este indculo se agrega en su
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totalidad  al "nuevo -medio de cultivo del 'bio'rreac'lor. Sin embérgo. para cﬁléndcr la

- polimerizadiénf‘ en 'cultivo,' cra heceéiiriof cvitar

fla plesencm de cnellos componcnlcs del.“

mccho de culuvo agolado como: el alé,malo y:alglnasas en el caso de la: cepa snlvcstle (llf,ma

6.4), 'y por: cllo se planlco una nueva melodoloya de moculacnon que lmpllcaba el uso dc ‘

‘células lavadas. -

6.2. El proceso de inoculacion determina la cinética de los cultivos
El pxidcc_asoLconvencional sc¢ llevé a cabo con la incubacion de 100 ml de medio de

cultivo con tres asadas de A. vinelandii por 24 h a 29°C en un matraz Erlenmeyer de 500 ml

(Materiales y Métodos, seccion 4.1). Este procedimiento ha sido rutinario en los trabajos de

nuestro grupo (Pena et al. 1997; Pefia e al. 2000; Trujillo-Roldédn er al. 2001; Seafiez e «l.
2001). El caldo completo, incluyendo las. células, s'pn_yihpmi‘lados en él biorreactor que

contienc 900 ml de medio de cultivo fresco.

El nuevo pxoccdumcnlo de moculamon consnstlo en la mcubacmn dc un matna/

suspension fue moculada cn el blollcaclm que contema 900 ml de medlo de cultlvo hesco

6.2.1 Comparacién del proceso de inoculacién utilizando la cepa silvestre ATCC 9046
La figura 6.5 ])l;CSCHIQ las ‘cinéticas de los cultivos llevados a cabo con la cepa

silvestre de 4. vinelandii. Los cultivos reportados en esta seccion se llevaron a cabo a 700
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rpm y 3 % de TOD, ya que previamente se habian presentado como condiciones dptimas

para la”produccion de alginatos (Trujillo 1999; Pefia e al. 2000; Trujillo-Roldén er af.

2001). En la figura 6.5.a sc.puede observar cémo:-la cinélica y la concentracion . final de::

‘biomasa de los cultivos' inoculados: convencionalmente (4.0 g/1), son: similares alos-

cultivos llcvixcios 'u'. c::z;bd usando celulas Iavadas (38 g/l).‘ﬁLa’,veldcidadv(:éspéciﬁca.def

crecimiento (1) de ambos culllvos lamblen l‘ue snmllal (0 2] y 0 20 | '?‘W

La figura 6.5,b plescnla la Cll'lCllCd de’ploducc:on de alynalo de lo culu

concentracion l'lnal dc algmato]d :

lavadas, 27 % menos’ algmato que ] )

(4.8 g/l). El 1cndumento dc los culllvos convcncnonalmcnle moculados (1.20 ¢ g,.,b/g,l,.(.,,,) yla
vcloculad cspccnhca de ploduccwn dc alf,mato (0.060 gae/guiom h) son mayores que los
valores oblcmdos cn los culllvos con celulds lavadas (1.16 gue/gbiom ¥y 0. 042 Zate/Boiom N,

respectivamentc). Por otra pal‘le,;en vtodos los cultivos, la fuente de carbono (20 g/l) fue

espectivamente). -

S'»Sé oblu\b 'una" :

totalmente consumida. En’la -figura 6.5.c se observa que la viscosidad del caldo de los

cultivos llevados a cabo con céluli\s Iavadas era mayor (45 cps) que la viscosiddd‘del caldo, :

de los cultivos convcncnonalmenlc noculados (7-cps). A su vez, se obtuvo un alg,mato de 2

mayor PMP (1250 I\Da) ydc menor p0|1d15|)elSIOI‘l (IP =6.0) en los culllvos "'ocula‘dos con

células lavadas - (llg,uras 65d y 656), respecto a los cultivos:: convencnonalmenlc

inoculados (330 I\Da y:l IP dc 8. 2)
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Figura 6.5. Cinéticas de crecimiento de A. vinelandii ATCC 9046?'(.a'), produccion de
alginato (b), viscosidad del caldo (c), peso molecul‘ai‘: p‘rbme‘diAo '(PMP) (d),
indice de polidispersién (IP) (e) y actividad especiﬁca‘:élgi{misé () de cultivos
inoculados'convencionalmenle (®) y con células Ia'vadéé (D) llevados a cabo a

3 % de TOD.
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Al final de ambos cultivos sc observé una caida en ¢l PMP del alginato con un
aumento. del indicc de polidispersion. En los cultivos llevados a cabo con células lavadas,
la caida fuc desde 1250 kDa (IP de 6.0) hasta 980 kDa (1P de,6.8). En-los Culli\’OS

convencionalmente inoculados, la caida fue desde 350 (IP de S 2) hasla 250 kDa (1P- dc IO)

adelante,

la ‘actividad esp

cultivo. Por: ‘ ‘ élulas lavadas, la

apancnon clc la Cll\'ldd alglnalo' lmsa se lell S0 alcamando un mdaximo de 1.16 U/mg en

la !asc plC cslacnonana de mecumcnto (hguna 65 D Las acllwdades volumétricas (no
prescnvlad,as) mosli‘urbn 'sic1]1])1'e lcndencias similurcs'a las 1‘cpprladas cn cste lrabajo como
actividades especilicas.

En los culllvos lnoculados convcncnonalmenlc, la plesencm dc la acllwdad algmato .
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cultivo, posiblemente porque la relacion de polimerizacion / depolimerizacién en la fase

exponencial de crecimiento esta a favor del aumento del peso molccular.

Al inicio de los culuvos moculados convencnonalmentc e‘nste una COI]CClllldCIOl] de

alginato de 0.45 5/! con un PMP dc 250 kDa y una actlwdad algm sasde’ 0 13 U/mg,k”‘

haciendo una chlcmncna dc 1 3 5/] Esta dlfelcncm es de casi tres veces la diferencia en la

concentracion de- alunalo al II'HCIO de los cultivos (0.45 g/l). Por otra parte, las dilerentes
cinéticas de PMP (liglll'a 6.5.d), consecuencia de las diferentes actividades de alginato liasa
durante los cultivos (ﬁgura’ '6.5.0), sugieren que pequeiias cantidades. de. a]giliato y/o »
alginasa (como posiblemente otros componentes desconocido's y sinlelizados en él in('),cjulo)'
pudieran servir como scnales que modli'can la produccxon del pollmelo Una posnblc.
explicacion al mccamsmo de dcmon de estos componenles del moculo puede pl esenlalse,
por medio de un s:slema dc legulacmn de dos componentes que esla pxesente en:A.
vinelandii 'y que se ha: demosu ado que legula la biosintesis del alglnalo y el crecimiento de -
la bacteria (Castancda et al. 2000 2001) El modelo propone que el sistema dclccla scnales

ambientales (atn desconocidas) y activa ~por un mecanismo de fosforilacion-, el regulador
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transcripcional GacA, el cual a su vez actiia sobre la expresion de otros genes (Heeb y Hass
2001). Ei 4. vinelandii, 1a inactivacion de uno de estos genes (gacA o gacS) resulta en un

abatimiento de la.transcripcién de a/gD (Castaieda er af. 2000, 2001).

6.2.2.'Con'lp.rlrmci()vn del proceso de inoculacion utilizando la cepa mutante SML2

La figura 6.6 presenta las cinélicas de los cultivos inoculudos convénCibn)ahﬁcnle y

con c¢lulas lavadas usando la cepa mutante SML2. Se obluv0‘un
biomasa de 5.0 g/l en los cultivos inoculados g:onyencn_on (figura 6 6 a) con una :

velocidad espcciﬁca (le,crebimienld(p ! aquellos moculados

con células lavadas se obluvo 3. 9 5/1 con una vclocxdad de crecxmlento de 0 13 h Ambos »
cultivos, llevados a cabo cmm la 'cepa lnulal1le presentaron velocidadcsvespeciﬁcas,de

crecimiento menores a las previamente presentadas con la cepa silvestre (0.20.y 0.21  h")’.

La figura 6.6.b presenta cémo la concentracion final de alginato cs similar para
ambos tipos de cultivo (3.2 g/l). Sin embargo, en este caso se prddujd men‘orf_zilgina'loiquc
cl obtenido en cualquiera de los cultivos : Ilevados aw cabo con la cepa snl\'estlc

Adicionalmente, ¢l 1cnd1m|enlo g,lobal (Yp/\) y lu ploducmon especnhca de algmato de los

cultivos inoculando celuylas Ia’ ccp'a’_SMLZ (0.85 gajg/gbium y-0.038 gure/Briom h)

fucron mayores a los de los ciillivos:in culados convencnonalmente (0 62 gaty/Bhiom ¥ 0.028

ai/Zmom ). En los cultivos:|levad cabo con la cepa SML2 no se observé diferencia

signilicativa en la conceniracién’final del alginato al comparar las formas de inoculacién.

En los cultivos llevados a cabo:con la cepa silvestre se observé una disminucion del 27 %

cn la concentracion final de alginato, comparando los tipos de inoculacién.
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Figura 0.6, Cinéticas de crecimiento de A vmel\ u(lu SML2 (a), produccidn de algmato (b),

viscosidad del caldo- (c) peso moleculal promedio (PMP) (d), mdlce de

pohdlspelsmn (e)y actnvndad especnﬁca alginasa () de cultivos inoculados
convencionalmente (o) y con celulas lavadas (o) llevados a cabo a 700 rpm y a

3 % de TOD.
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Los 1csullados indican que con la cepa SML2, la biosintesis dcl alglnalo no se vno'

afectada por el retiro’de’los componcnles dcl inéculo.: Una posible cxphcacnon SClILl que la'
alginato liasa o alginalos .de; mUy bajo peso. molccular (residuos:‘de una fposible
depolimerizacion por la alginasa y que son aquellos que no se producen en los.cultivos con’

la cepa mutante) serian los efectores de la regulacion del sistema de dos componentes.

Al igual que los cultivos llevados a cabo con la cepa silvestre, se alcanzo.una mayor

viscosidad (ﬁguru 6.6.0) en lds cultivos inocvulados con célulaé lavadas 4(25"'c'ps),"mient‘ras

que en.los culllvos convcncnonalmeme lnoculado as v15005|d‘|des dlCdl‘l/'l(laS no Iuelon

mayorcs:de 9 cps Las ll,g,ux as 6 6 dfy ( P cseman la cmetlca dcl PMP Yy del IP. Se

encontrd . un. alynalo de. mayot PMP (105 ,kDa)‘ Y muyon lP (IO 0) cn Ios cultlvos
moculados ‘con células Iavwdas, compamdo‘ con los culuvos moculados en; lonma'
convcncional (PMP de 625 kDa y IP de 8.0). Como era de espe_ra»lf, e’n ambés lipos de
cultivos, no sc observd depolimerizacion del alginato al final dcyl Cl‘lliyli‘\’yb. E.slb scgurﬁmenlc
fuc causado por la ausencia de actividad alginasa en los culti?ds con la cepa mutante SMLZ

(figura 6.0.10).

Al inicio dc los cultivos moculados convencxonalmentc con la cepa SML2 existe

de 400 kDa (hg,utas 6.6. b y
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familias de alginatos con diferentes-PMP. Una familia corresponde al alginato proveniente

del indcutlo (M1, en'la figura 6.7.b) con un PMP de 400 kDa y la segunda con un PMP de

1000 kDa que es similar-al alginato producido en los cultivos inoculados con células-

lavadas (CICL, en la figura 6.7.b).

2 .
(@)
v
Q
o,
® 1 - \ \
] \\
] \
1] \Y
j \
,’ __\\
oY i -
7 5 4 3

Log PM (Da)

Log PM (Da)

Figura 6.7, Distribuciones de peso molecular de alginatos producidos en el indculo (A1),

en los cultivos inoculados con células la\'adas (CICL) y en los inoculados

convencionalmente (CCY). Cultivos llevados a cabo con la cepa silvestre (a) y

con la cepa mutante SML2 (b); a

En la figura 6.7.a se presentan las distribuciones de peso molecular del alginato

producido en los cultivos llevados a cabo con la;cepa silvestre ATCC 9046. En este caso, .

sc¢ incluyen los datos de la distribucion del PM del alginato proveniente del inécu]o(Ml)

con un (PMP de 250 kDa) y dc los cultivos moculados con celulas la\'adas (CICL) (con un

PMP de 1250 kDa) A su vea, Ia ﬁgtlra567a presenta la dlstrlbumon de'?losr pesos

moleculares dcl alg,mato pxoducndo enlos: cull’wos moculados convencmna‘ wnle'(CCl)

Enla dlslnbucxon dc Ios CCl no se; puede haccx una clala dxslmcnon’enlne los plovemenles

IR STS SMNLY
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del inéculo y los producidos durante ¢l cultivo. Esto sez,ulamemc es causa de Ia aclxvndad

alginasa presente desde el inicio de los cultivos.

Partc de los resultados de esta: seccion,’ en partlculal aquellos culuvos llevados a

cabo con la cepa silvestre ATCC 9046, se han'mclt do«,en»el lllClllO “Componenls in the'

inoculum determine the kinetics of' A otobac{e/ wne/an(l// cullulcs and lhc 1]10]00!.1]81,

regulador muy lmponlanlc en Ia blosmtc:515 del alynato Ademas, 'cn este amculo sc dcslaca

que para una 1nlc1plclac1on detallada: y |elcvanle de la bmsmtcsns de al[,malo por A.

vinelandii-debe lcnacl‘se muy presente el efecto de éstos compo‘ncm‘es‘,‘ p@l'liétllal‘lxlelll'e en un

fendmeno tan-complejo como la polimerizacion y depolimerizacién del alginato.

avadas de ambas cepas, mosnalon que el

Los cultivos lleévados a cabo concélula

perfil de aumento . del: P‘MP‘:dc’: ‘le la fase eronencm de‘ ré_éimiento,:

delerminado importanlememe porla TOD.
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6.3. El papel de la TOD en ¢l desempeiio del complejo polimerasa y Ia

alginasa cn Ia determinacion del peso molecular del alginato

Al analizar las cinéticas de los cultivos inoculados con células lavadas de las cepas
silvestre y la mutante SML2, sc pucde concluir que la velocidad especifica de crecimiento

(1v) de los cultivos llevados a cabo con la cepa mutantc SML2 (0 16 hlyes menor que la Mo

de los cultivos con la cepa sxlveslrc (O.'179,'l in e,mbargo; en ambos cultlvos se alcan/o'

una concentracion final de biomaéiliv‘smulal‘ '(3;‘4 y‘ 36 g/l,f p’am ATCC 9046 y SML2,j

respectivamente, figura 6.8. a) ‘La h{,um 6 8 b px c.senla la evolucnon de Ia conccntxac:on dek.

alginato durante ¢l curso de los cultivos. Se obluvo una concenhacmn hnal de algmato?'

similar para ambas cepas (3.5 y 3.3 g/l para ATCC 9046 y SML2 1especllvamcnle) Snf ;

cmbargo, la veloci(lad especifica de produccm’n de alglnato,.(SAPR),.fllc;f csladislica111ellle ,

:']ll_, (OOS gnlg/ghimn h).

Enla hg,ura 6 8 cse obselva un VPMP mayon y constame (kDa 1250) en los cultivos

llevados a cabo con la® ccpa sxlvcstxc Con la cepa SML2 se obtuvo un alginato de un PMP
de 985 kDa, lambién c'onrslame ;_iprante l’odcj el cultivo. Sin ‘embargo, después de 14 h del
cultivo con la cepa silvestre (f‘ase pre-estacionaria de crecimiento), el alginato comienza a
scr depolimerizado por la accion de la acti}vida‘d alginasa (figura 6.8.¢) y se presenta una
caida del PMP de 1250 a 980 kDa (figura 6.8.c). En los cullivos llevados a cabé con la '

cepa mutante, no se observé dcpohmenzacxon deI algmalo (ﬁgula 6.8.c) y no se deteclo :

actividad alginasa (figura 6._8.@), Por«su,'parle,

(‘a Ilguxa 68d plesenla el mdlce de

polidispersién de las moléculas de alginato'p duc:do ov'__ambas ccpas, siendo mayor el

del alginato obtenido en los cultivos usando la cepa mutante.
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Figura 0.8.

LP. (-} PMP (KDa) Alginato (gf) Biomasa (g/l)

Actividad (U/mg)
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Cinética de crecimiento de biomasa (a), concentracion de alginato: (b), pesb -
molecular promedio (c), indice de polidispersién (d) y actividad especifica
alginasa (e) de cultivos inoculados con células lavadas de A. vinelandii ATCC

9046 (e) y SML2 (0) llevados a cabo a 700 rpm y 3 % de TOD.
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El comportamiento cinético de los cultivos llevados a cabo a 1 y 5 % de TOD,
usando ambas cepas f ue'simiIal"ﬁl'préi"i'ziﬁiéﬁt'é cl'éséi"'i'tb”p'arrafl'osfc'uliivbs llevados a cabo a

3% de TOD (hg,ums 6.9 y. 6 10). Como se plescnla en las ,ﬁguxas 6 8.e,6.9.e'y6.10.¢, la

actividad CS])CCIIICJ dc la alg,masa dc los culllvos Ilevado a cabo conla cepa sxlvest:c

similares a los clcl plmcnpno del culllvo. P01 oua paxtc, cuando lo culllvos l'uelon Ilcvados

a cabo con la mutante SML2,;noscdclqc;o‘qcllf\'ld‘ad _al_gmasa (hguras 6.‘S.e, 6.9.c y 6.10.¢).

La l_'lguruy 6]1 pt¢s§h@ un %jes£||11§jn ae los cultivos llevados a kcabo a diferentes
condiciones de ’I“C‘)D'y présemados en las ﬁguras 6.8.6.9y06.10 usando ambas cepas. La
conccmmélon maxima de la blomasa fue oblenlda a1l %de TOD (hg,tua 6.11.a) pzua
ambas cepas (6.9 = 1.2-g/l y 5 FE 2 g/, para ATCC 9046 y SM L2 lcspecllvamenlc) A 3
Yy 5 % de TOD, las concentraciones ﬁnales de blomasa fueron snmllales pala ambas

cepus y no se cncontraron dilcrencnas estadlsllcamenle, SIgmﬁcau'vas enlre*lo's~- d'a'tos“ '

(alrededor 3.5 # 0.3 g/l). La ﬁg,una 6.11. b ll'ldlCil que para, los culuvos llevados:a cabo con 1'  o

u),“l)o se‘

finales de alginato de 2. 8 :f: 0 2 3 5 :1: 0 3 yv3 2 i 0. 2 g/l l’ueron obtemdas para TOD de 1, 3

y 5 %, respectivamente.
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Figura 6.9. Cinética de crecimicnto de biomasa (a), concentracién-de alginato (b), peso

mol‘ecular‘promedio (PMP) (c), indice de pdlid’i»ispélfsi'o"ii (‘I‘P)“(d)’fy actividad

‘especifica. alginasa (e) dec cultivos inoculados con

élulas lavadas de A,

vinelandii ATCC 9046 () y SML2 (0) llevados & cabo a 700 rpm y a 5 % de

TOD.
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Figura 6.10. Cinélica de crecimiento de biomasa (a), concentracion-de alginato (b), peso
molecular promedio (PMP) (c), indice de polidisp’crsién (IP) (d) y actividad
espéciﬁca alginasa (e) de cullivos inoculados éon células lavadas de 4.
vinelandii ATCC 9046 (o) y SML2 (o) llevados a cabo a 700 rpm ya 1 % de
TOD.
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Figure 6.11. Efccto de TOD sobre la biomasa final (a), alginato final (b), peso molecular
‘promedio, méaximo (PMP) (c) y el indice de polidispersion (IP) (d) del
alginato ),f, la- actividad especifica maxima alginasa (¢) en los cultivos

inoculados con células lavadas de SML2 y ATCC 9046.
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En la figura 6.11.c se presenta cémo la TOD afecta ¢l peso molecular promedio del
alginato producido en los cultivos llevados a cabo con las cepas ATCC 90461y SML2. Para
la cepa- silvestre, los valores del PMP son aquellos obleni}dos‘.ante’s de que ¢l PMP. del

alginato comience a disminuir, Para ambas cepas, el PMP mas alto fuc alcanzado a 3 % de

oxigeno disuclto, donde se obluv1c|on

kDa, para ATCC 9046y SML2 lespecuvmnenle En‘la: hg,una 6 ll d sc obselva que no

existen diferencias sign_iﬁcalivixs f‘.’cnl_rc. cel.iindice - de ;‘polidispersién- de los alginalos
obtenidos en los cultivos 'Ilcyados a cabo 'con'fla:ccpa ATCC 9046 y con la mutante SML2

para | y 5% de TOD.

La figura 6.11 indica que la actividad especifica maxima de la alginato liasa se

presenta en cullivos i3 % de TOD: En'los cultivos con la cepa silvestre, el maximo de esta

actividad fue cnconlrado;en lase-pre-estacionaria de crecimiento (como se presenta en

las liguras 6.8.¢c, 6.9.c '6510;0)’ P’0|'7’o »aip‘z'x‘i;le,'ho se detect6 actividad alginato liasa en los

cultivos llevadosa cabo con la mulante SML2 (hg,um 6.11.e).

La figura 6.12 prcscnlﬁ un resumén del efecto de la TOD sobre los parametros
cinéticos de los cultivos inoculados con célulus Iav‘adas de la cepa silvestre y la mutante
SML2. La figura 6.12.a resume el el’cctd de la TOD sobre la velocidad especifica de
crecimiento (p). Sc observé una menor i para fodos los cultivos llevados a cabo con la

cepa mutante bajo lodas las condiciones de oxigeno disuelto evaluadas. Por-otra parte, los
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rendimientos  globales - de produclb sobré biomasa y lés velocidades especificas de

produccion de alginatos presenian’ un maxnno a' ‘V) 'deﬂTOD paxa 'la ccpa snlveslle con un
comportamiento simllar a lo prcvnamcnle reportado:ennueslro ,grupo (Truyl]o 1999; Pena

et al. 2000; Trujillo- Roldan et al. 2001) Sm cmbalgo pam la cepa; mutanle SML2,

mayores lendlmlcnlos lobalcs Yp/\ velomdades es ec1ﬁcas de )roducmon de al malo
y 5 )’ P I .5

se plescnlalon a 5 Y% .de- TOD (hgum 6. l2b 'y 6,12 c) P01 kolla,palle

Ia velocndad ‘

cspccnllca de consumo de luenlc de ca1 bono plesenta el mlsmo comp01 lamlenlo leponlado

previamente para los cultivos lnoculados convcncwnalmenle (Penaret al 2000 Tl uyllo-

Roldan er al. 700]), dondc Ia ma\uma velocxda(l dc consumo SL plescnla a 5 % dc TOD

para ambas cepas.

Comé sc ha‘bia‘;di.s‘culi(lo* previaméhle A, \‘fi/lél(liﬁ/ii upérenteménm sintetizaba
alginatos con un mlsmo PMP ¢ lP (I'gulas 6 8,69 y 0. 10) ba_]o condlclones controladas de
oxigeno disuelto y utlhzando cclulas lavadas como moculo La figura 6.13 presenta las
distribuciones dcl’pcso molecular (DPM) dc lqs alginatos producidos en diversos tiempos
de cultivo. Estos cultivos son llevados a-cabo usando la cepa silvestre y la mutante a
diferentes condiciones de TOD (1,3 y 5 %). Las figuras 6.13.a, 6.13.b y 6.13.c presentan
como en los cultivos llevados a cabo con la mutante SML2 se sintetiza una tnica familia de
alginatos (para cada TOD evaluada) durante todo el cultivo, sin ser este alginato

depolimerizado.
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a. =5 ATCC9046
el SML2
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Figure 6.12. Electo de TOD sobre la velocidad especifica decrecimiento (u) (a),
rendimiento de alginato sobre biomasa (Ywx) (b), velocidad especifica de
produccion de alginato (SAPR) (¢) y velocidad especifica de consumo de
sacarosa. (SSUR) (d) en los cultivos. inoculados ‘con . células lavadas de

SML2 y ATCC 9046.

70




Resultados v discusion

En los cultivos llevados a cabb con la cepa si]vestre ée observé también la sintesis
de una unica iamlhas de alynalos alo larg_,o ‘de los. culllvos con una distribucién de peso
molecular (DPM) similar,’ para. cada:TOD. evaluada (hgums 6.13.d, 6.13.e y 6.13.1), Sin

embargo, hacia el final del’cultivo, se hizo evidente un lige'ro movimienlo a la derecha de

la distribucién de: los pesés moleculares~(evidencn caldalen el PMP) Esto es

causado por la dcpohmeuzamon del al;,mato debld a’'la 'ccxon-de a: al;,mato Ilasa ‘Eslte.

fenémeno se hace evndenle a] ﬁn de la (use exponencxal de c ecumento, cuando la aclnwdad

alglnasa cs muxmm,

Los resultados dela ﬁgtii‘a 6’.13:pennitén pl;ol)t)x]ei'.qtlé mienti;as,Ias‘c'élulas eslén en.

condicioncs .c’onln‘olzidasf

e culuvo (en especxal la TOD), Al wnel(mrlu va a smtetual

'llynalos del mlsmo lamano moleculal Este mecamsmo de smtesns del pohmelo esta'

lclacmnado a Ia acuvldad de las enzimas previas en el melabohsmo (AlgA AlgC y AlgD) '
Horan er al. (1983) (lemoslro que Ia ‘actividad - de estas. tres enznnas esta f’ueﬁen‘nenle

relacionada con la TOD.

Es posible que, la transcripcién de los genes a/g8, alg44, algX o algK (como partes
del complejo polimerasa) fueran afectados por ‘Iu-TOliD como sucede para la transcripcion
de algd, algC y algD en P. aeruginosa (Leilﬁvo y Sa-Correia 1997). También, puédevser‘
posible que la actividad de las enzimas que conforman el complejo polimerasa esté siendo

alectado por la TOD de manera similar como se demostrd para AlgA, AlgC y AlgD en P.

z Tm CON
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aeruginosa. (Leitdoy Sé-Cbrféia‘l99_3) o para las mismas enzimas en A. vinelandii (Horan

etal. 1983).

% Peso

% Peso

% Peso

Figura 6.13.

7 6 5 4 3 27 6 5 4 3 2
Log Peso Molecular (Da) Log Peso Molecular (Da)

Izquierda: distribuciones del peso molecular del alginato producido por 4.
vinelandii SML2 en cultivos llevados a cabo a (a) 1 % TOD: (—) 7 h, (e »)
13h,(--)21 h. (b)3 % TOD: (—) 7 h, (s #) 13 h, (- -) 16 h. (c) 5 % TOD:
(—) 7 h, (s ) 13 h, (- -) 16 h. Derecha: distribuciones del peso molecular
del alginato producido por 4. vinelandii ATCC 9046 en cultivos llevados a
caboa(d) 1 % TOD: (—) 10 h, (e ®) 13 h,(--)25h, (- ¢-)30 h. (e) 3 %
TOD: (—) 6 h, (e ) 10h,(--) 16 h, (-e «-) 25 h. (f) 5 % TOD: (—) 6 h, (»
¢)10h,(--) 16 h, (-e e-) 25 h.
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Las diferencias signilicativas al comparar las cinéticas de crecimiento y produccién
de alginatos de'la cepa silvestre con la cepa mutante (presentadas en forma resumida en las

(iguras 6.10 y 6.11), pueden ser explicadas por la forma como t'ue,construida la mulanle

SML2. Es decir, se habia demostrado que la insercién de un casele Q en 101 ma no polax en

promotor dcl casctc es ' mas debll que el pnopxo plomoton de opexon a/g,\LIVFA la

transcripcion de a/gA se estaua llevando a cabo de una: ‘m era_ menos_ eﬁ01enle,~ afectando

la actividad enzimitica deLpnmer y tercer‘paso en Ia'bidysint‘_esi’s «del “alginato (ambos

llevados a cabo por AlgA). Una relacion entre la dis;hinhéién‘dé lab tfanScriWién de algA y

la disminucién de la produccién de alginato por un

demostrada previamente en P. aeruginosa.por.(Leitdo

menox aclnv:dad de AlgA ha sndo,

S Conela"1997) Por olla:palle'laf—
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En los citvlrl‘liv"os ll‘eviidos’a cabo\bo la cepa sx]veslre (pam una TOD especmca) las

distribuciones de peso molcculm Iuelon SIempxc muy Sll‘l’ll]aleS (hg,uxas 6.13d, 6.13.e, y
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0.13.1). Sin cmbalg,o dcspues de Ia lase pxe estacnonarxa se prescnto la depollmeluacmn

del alg,lnalo cvldcnle pox ol movnmenlo de Ias famlllas de a]g,lnalo hacna un PMP mas ‘

(AMMW: = 265 kDa), con una aclwndad enzm tica- espec '16 U/mg,

Finalmente, a 5 ‘/, dc TOD“I :‘alda del PMP‘es de 350 hasta 300 kDa (AMMW : 50 kDa)

con una. aclwldad cnamahca mamma de O 30 U/mg Eslas caldas del PMP fueron medidas

cn un pcnodo dc lO h desde cl momento del f'n de la I‘ase exponencnal de cxecmnemo para
cada culllvo_. Sc cnconll'o que'la calda del PMP de los a‘lgmalos,en l‘os;cultlvos inoculados
con la ccpa silvestre, cs una funcién de la actividad especifica maxima- alginasa (figura

6.11.¢), por medio la siguiente relacion:

afiib 213.8 AE - 169 TESIS CON

donde el APMP es la Cdldd del peso molc.culal (en kDa) en la lase estacionaria de
los cultivos llcvadosva cabo con la cepa snlvesllc (10 h) y'A E. es la actividad especilica
mdxima alginasa (U/mg) encontrada en;el ﬁn de la Fase exponencml de crecimiento. Estos
resultades permiten proponer que la alginato: liasa (AlgL) és la dnica enzima encargada de
la depolimerizacion del alginato, en un proceso posterior a la produccion y polimerizacién.
Otras proteinas-con-actividad alginasa-reportada (al menos in vitro) como las epimera‘sa,s

AlgE2 y AlgE7 (Gacesa 1987;-Svanem e al. 1999; Svanem et /., 2001) no desempeiian

74

| FALLA DF C

VRIGEN )



Resultados v discusion

papeles 1mponanlcs en la depolimerizacion en culllvo En este lrabaJO en los cultivos
llevados ‘a“cabo con la cepa mulante SML2, no se enconualon aclxvndddes alg,masas

extracelulares residuales.

May and Chaklabal ty (1994) ploponen que la alg,ma a '['u cnona ‘como’ una plolema

de cchc:on quc conllola'la longitud de. las cadenas del.pollmelo :Ademas estos- aulones :

peso molecular del polimero.

La mayor parte de los resultados de esta seccién han sido incluidos en el articulo:

“The roles ol oxygen and alginate-lyase in deternjihing': th mélecular weight of alginate

produced by Azotobacter vinelandii™, Mauri__ci' rijillo-Roldan, Soledad Moreno,

Guadalupe Espin uncl'Einriquev Galilido;. }1/5p1iud Microbiology and Bibleclmology, en

prensa (2003) (cl cual puede ser: cons’ ltad ,eﬁ’e 'an\é’x‘o'). Ehiesle articulo se describe ala

mutante SML2 como una 1mpoxlanle hcnaml‘enla para cstab]ecel el papel del complc;o,

polimerasa en cullivo y de la melodologia de i,n'ocular los fermentadores con células

75



Resulmrlm v (Incu\l(m

lavadas como la mecjor mancra de obscxvm los efectos del oxigeno dlsucllo soble Ios
perfiles de’ polimerizacion, Asi, este amculo, incorporando los 1csullados dc Ios dos
articulos previos describe cuales son los papeleq del oxigeno disuelto y Ia algmasa enla

determinacioén del peso molecular del algmato por A. vme/andu

TRSIS CON
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7. Conclusiones

En todos los cultivos llevados a cabo con la‘cepai mulanle no-polar en algL (SMLZ) no

existe depolimerizacién del alginato, pClO si produccmn del pollmelo Ademas 1o se

detectod actividad alginasa 1e51dual Estos 1esu|tado 1proponen que Ta acuwda alz,lnasa e

es la principal causa de la caidaidel.p‘es
en cultivo por A. vinelandii. * >

A diferéﬁci& dcﬁ’l‘oq‘uck:’ se ha lep l

as la adas se obtu le on alg,malos de allos pesos
molcéu!éi’éé plomcdlo (y menos"polldlspmsos), compalado | con los cullivosk
convre"n‘ moculados Esto indica que los componentes quc’pxovlencn del
moculo (com son cl al&,malo, la alginasa y posiblemente otros desconocndos)Juegan
papeles’ muy lmpouanles en la determinacion del peso molecular del algmalo p01 A
\'ine/(un/ii.

Se plescnlalon dllcwncms en las cinéticas de cxecxmlento baclenal y ploduccxon de

alginatos entye los cultwos moculados con celulas ldvadasde‘la cepa snlvcslxe y los

cultivos convcncnonalmcnlc moculados Eslas dxlelencms pueden ser 1esullado de la

ausencia (o prescncia) de Ic'>s c 'ados_ e'n el inc')culo.

La actividad alg,masa Y e alginato-de:bajo-peso molecu]al provenientes del indculo

(ademds de ou‘os co“ conocndos) podrian ser los componentes

TTTRRGIS CON
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En los cultivos inoculados con células lavadas de la cepa niut'anl'e,SML2 se:

sintctizaron familias de polimeros de diélﬁbhcibneé de7]565‘67111‘0713(”3[“31; (DPM) ,
similares, de baja polidispersion 'y alto PMP Se propone _que ¢l papel dcl complc_jo

polimerasa en 4. wnelun(/n esla detexmmado pol la fabricacion de algmalos de la

En cullivos_ inoculados

a fase exponencial -

se -obseivé 'lzi_i cand’l dcl PMP Sc plopone que el papelk eiirl‘a‘;alginash én la

determinacion dcl PMP deI pollmelo esla leslnngldo a un ploceso extraceluldl de post-
polimerizacioén.

Los proccsos de ;)olil11e|;i2aci6|1 y depolinnéri,zﬁciéh del”alginato estan fuertemente

determinados por-la tensnon de. oxngcno d1 dé'maneru similar a lo

plcvmmcnlc lC])OlladO pala ouas enzimas’ claves dc la blosmtesm del alginato, que

presentan actividades méximas a valores intcﬂnedioS ‘de;.TOvD (2~ 5%).
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Abstract Alginate is an industrially relevant linear
copolymer composed of fS-14-linked p-mannuronic acid
and its C-5 epimer t-guluronic acid. The rheological and
gel-forming properties of alginates depend on the molec-
ular weight and the relative content of the two monomers.
Alginate produced by Azorobacter vinelandii was shown
to be degraded towards the end ol the culture, an
undesirable  situation in terms  of potential  alginate
applications. A gene (afgl) encoding the alginate lyase
activity Algl is present within the alginate biosynthetic
gene cluster of A, vinelandii, We constructed  strain
SML2, an A, vinelandii strain carrying a4 non-polar
mutation within «w/gl.. No alginate lyase uactivity was
detected in SML2, Under 3% dissolved oxygen teasion,
higher values of maximum mean molecular weight
alginate were obtained (1.240 kDa) with strain SML.2,
compared to those from the parental strain ATCC 9046
(680 kDa). These data indicate that AlgL. activity causes
the drop in the molecular weight of alginate produced by
A vinelandii.

Introduction

The muain applications of alginates are as thickeners,
stabilizers, gelling agents and emulsifiers in the food,
textile and pharmaceutical industries (Sabra et al. 2001).
Commercial alginates are currently extracted from marine
algae such as Laminaria and  Macrocvstis. Because
Azotobacter vinelandii produces alginates similar to the
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algal alginates (Skjak-Brack et al. 1986), this bacterium
appears suitable for alginate production.

The rheological and gel-forming properties of algi-
nates depend on the moleculiar mass distribution and on
the relative content of the two monomers (Skjak-Bruck et
al. 1986). Oxygen concentration has been shown to
influence the molecular weight of alginate produced by A.
vinelandii (Pena et al. 2000). A high molecular weight
alginate can be produced at a dissolved oxygen tension
(DOT) of 3%. However, u drop in the mean molecular
weight (MMW) of alginate was observed towards the end
of the incubation period (Pefia et al. 2000). This drop in
the MMW of alginate is undesirable because of the lower
rheological quality of low molecular weight alginates (Ci
et al. 1999: Wong et al. 2000). The drop could be caused
by the alginate lyase activity encoded by the algl. gene.
which is present within the alginate biosynthetic gene
cluster (Lloret et al. 1996; Ertesvag et al. 1998).

AlgL activity has also been suggested to have a role in
the germination of the cysts formed by this bacterium
(Kennedy et al. 1992) and in alginate synthesis (Wong et
al. 2000).

In this work. we report the construction and charac-
terization of a strain with a non-polar mutation in algl.
which does not block expression of other alginate
biosynthetic genes. It is shown that under DOT-controlled
conditions (which regulate alginate MMW) this strain
produced alginate with a higher MMW than the parental
strain and no degradation of the polymer was observed at
late stages of the culture.

Materials and methods
Microbiological procedures

Ao vinelandii strains used in this work were: wild type ATCC 9046
(Campos ct al. 1996) and its derivatives SML1 and SML2 carrying
algL::QGm polar and non-polar mutations, respectively (this work),
SML1 and SML2 strains are conserved in the Microbial Culture
Collection of the Instituto de Investigaciones Biomédicas, Univer-
sidad Nacional Auténoma de México, Mexico DF. with codes
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BM-B-376 and BM-B-377. respectively. A, vinelandii strains were
grown in a modified Burk's medium (Pepa et al. 1997) at 30°C,
Encystment experiments were carried out as previously described
(Campos et al. 1996).

Nueleie acid procedures

DNA isolation, cloning and Southern blotting were performed
using standard procedures (Sambrook et al. 1989),

Construction of plasmids pAD2 and pAD3

Oligonuctentides  alglel 5-GAATTCGCCATGGAAATCCAGC
and algl.2 S-GAATTCGCTCTGTTGCGCATTTC and  plasmid
pAVO containing  the  algXLIVEA  genes.  accession number
AF027499 (Viizquez et al. 1999). were used to obtain a 1.3 kb
fragment containing the «algl. gene by PCR: this fragment was
cloned into plasmid pBlueseript KS (Stratagene) to give plasmid
PSML. A 0.8 Kb (ragment containing a £2-gentamicin-resistance
gene (Guny from plasmid pBSLI4L (Alexeyev et al. 1995), was
imserted into the unique EcoRY site in pSML (o create an insertion
mutation between codons for amine acids 39 and 40 ol the AlgL
protein. We selected plasmid pSMLT and pSML2 with the cassetie
inserted with vpposite (PSMIDY or the same (pSML.2) orientation,
as alg L transeription,

Culture conditions

Batch cultures were carried out in a 1.5 | stirred tank (Virtis, initial
working volume of £.0 D mounted on an Omni-culiure support. The

hiareactor was equipped with two Rushton impellers (ratio of

impelles:ank diameter =0.5) and two baffles. Temperature was
maintained at 29£1°C. and pH owas controlled at 7.220.2 by
awtematic addition off NaOH (2 V). Fermentations were conducted
at @ constant agitation rite of 300 rpm and DOT was kept constant
at 3% with respect taair saturation. DOT was controlled by varying
the proportions of nitrogen and oxygen in the inflowing gas and
maintaining a constant total gas flow rate of 800 ml/min, using o
proportional-integral-derivative control algorithm (Trujillo-Roldin
et al. 2001).

Analytical determinations

Bromass and alginate concentrations were determined gravimetri-
cally as described previously (Pefia et al. 2000). Molecular weight
distribution was estimated by gel-permeation chromaography as
deseribed previously (Pedia et ul. 2000). A serial set of ultrahydro-
gel calumns (UG 500 and Jincar, Waters), using a conventional
HPLC system with a differential refractometer detector (Waters,
S were used.
a0 ml/min. Pullulans from Awreobasidivm pulludans (rom 5,800 to
LOOOO00 D were used as standard. Alginate samples were
filtered  through o 022 g Millipore membrane to - remove
microgels and i sample of S0 pl was subsequently injected into
the HPLC systen Palydispersity index (P.1) was determined as the
ratio of MMW (weighting the polymer molecules aceording to the
werght ol those h.nuu. i specitic molecular mass), to mean number
\un:m tweighting the polymer molecules according to the number
ot those having  specific molecular mass). Viscosity of the culture
broth was measured in a cone/plate viscosimeter (Wells-Brooklield
LV, series 82198) as previously deseribed (Peiia et al. 1997). All
determinations were cirried out at room temperature (25°C) and
O rpm using cone CP-520 which = according to the manufacturer —
cortespotids o a shear rate of §2 st

089

The cluant was 0.1 M NaNOj at 35°C at a flow of

Alginate lyase activity

A 10 ml sample of culture broth was mixed with 1.0 ml Na,EDTA
(0.1 M) and 1.0 ml NaCl (1.0 M) and then centrifuged at 17,400 g
for 20 min. To remaove slime polysaccharide, 3.0 ml calcium
chloride (I() r) was added 10 10 mi supernatant, After storage al
4°C for 3 h, the resultant precipitate was removed by centrifugation
(17,400 g, 20 min). The supernatant was dialyzed against 0.02 M
Tris-HCI buller, pH 7.2, The Iyase activity was measured by a
spectrophotometrical assay as previously described (Ertesvag et al.
1998). Onc milliliter containing 2.0 mg/ml ol high viscosity
commercial alginate (Sigma-Aldrich. St Louis, Mo, 50 mM Tris-
HCI bufter (pH 7.2) and 1 mi crude extract obtained as deseribed
above, were mixed and incubated at 29°C. The increase in the
absorbance wus monitored. Specific activity was expressed as the
change in absorbance at 235 nm, per minute per milligram of
protein. Alginate lyase activity was also determined by the plate
assay method as previously reported (Lloret et al. 1996).

Results

Construction of algl. mutants

In A. vinelandii, algl encoding an alginate lyase activity
forms part of the algGXLIVFA operon (Vizquez et al.
1999), where algA encodes the bifunctional enzyme that
catalyzes the first and third enzymatic steps of the
alginate biosynthetic pathway. It has previously been
shown that, in A, vinelandii. the insertion of the Q
cassettes into genes with the same orientation as the
direction of transcription produces non-polar mutations
that allow transcription of the downstream genes in the
same operon (Vizquez et al, 1999). Plusmids pSML1 and
PSML2 that carry algl::QGm  polar and  non-polar
mutations, respectively, are unable to replicate in A,
vinelandii and were constructed as described in Materials
and methods. These plasmids were transtormed into st
ATCC 9046 by the method of Bali et al. (1992). Strains
SMLI and SML2, resistant to gentamicin, were selected
and confirmed by Southern blot analysis (Fig. 1), to carry
the algl:QGm polar and non-polir mutations, respec-

tively.
As expected, strain SML1 carrying the algl:QGm
polar mutation did not produce alginate (Table 1),

whereas strain SML2 carrying the non-polar alglL::QGm
insertion produced alginate when grown on plates with
Burk's medium supplemented with 2% sucrose (Table 1).
Alginate production in strain SML2 was lower than in the
parental strain ATCC 9046. The MMW uand P.I. values
for the alginate produced by SML2 grown in solid
medium differ from those of the wild type (Table I).

Lffect of the afgL mutation on alginate lyase activity

FFigure 2 shows the alginate lyase activity of strains ATCC
9046, SMLI and SML2 grown for 48 h on solid Burk's
medium supplemented with sucrose and alginate. A halo
indicating the degradation of alginate by the lyase activity
is observed in the wild type but not in the SMLI1 and
SML2 mutants. Alginate lyase activity was also deter-
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IFig. 1 a Schematic representation ol the algl, chromosomal region
of SMLT and SMIL2 strains, £ LeoR1L RV EcoRV. Arrows Direction
of transeription. black  bars £2-Gm cassetie. b Southern blot
hybridization of EeoRI-digested genomic DNA (rom SMLI (fane
1. SML2 dane 2) and ATCC 9046 (lane 3). The 1.3 kb fragment
from plasmid pSML containing «/gl was used as a probe

mined in batch cultures (conducted at 3% DOT) ol strains
SML.2 and ATCC 9046. At 48 I incubation, an activity
value of 0.004 U/mg protein was detected in strain ATCC

90406, whereas no activity was detected in strain SML2,

Bacterial growth and alginate production

Peia et al, (2000) showed that small variations of DOT
an the range of 1.0-5.0%) had significant effects on

Fig. 2 Alginate lyase activity plate assay. Cells were grown for 48 h
on Burk's modified medium containing alginate, then washed with
distilled water and assayed for alginate lyase activity (see Materials
and methods)
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I'ig. 3 Kinctics of biomass growth (a), and alginate production (b)
of batch cultures of Azotobacter vinelandii SML2 (squares) and
ATCC 9046 (circles), carried out at 3% dissolved oxygen tension
(DOT) and 300 rpm

alginate production and on its molecular weight., Accord-
ingly, SML2 and ATCC 9046 were grown under condi-
tions of DOT 3%. Figure 3a shows biomass growth
kinetics. Figure 3b shows the evolution of alginate during
the course of these fermentations. A final alginate
concentration of 2.6 g/l was oblained with the SML2

Table I Alginate production, it ed N i 5 (1D T vetimenD (G
" :\:umbmsvr riui'lum/ii alel. Strain Alginate (mg/mg protein) MMW?* (kDa) P.1. Encystment” (%)
mutants, MAIW NMean molecutar ATCC 9046 2.350.32 905 3.2 10£2.8

werght. 200 polydispersity in- SMLI 0.021£0.001 N.D.¢ N.D. <0.0001

dey SML2 1.160.32 1,263 39 10£2.4

“ Determined on cultures grown on agar plates incubated for 48 h in Burk®s nitrogen-free salts medium

supplemented with sucrose at 2%

" Encystment values are the percentage of cells resistant to desiceation after induction with n-butanol.
Values are the mean of two determinations

¢ Not determined
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Fig. 4 Evalution of the broth viscosity measured at o shear rate of

12757 () and mean molecular weight (MMW) (b of alginate
produced by strain SML2 (squares) and ATCC 9046 (circles) in
batch cultures carried out at 3% DOT at 300 rpm

mutant. This concentration was lower than that produced
by ATCC 9046 (4.0 g/l). Specilic alginate production rate
(SARP) for SML2 (0.011 g g=' h™") was lower than that
observed with the wild type (0.026 g g™ h™").

Viscosity and alginate MMW in SML2 cultures

Figure 4a shows viscosity kinetics. Higher viscosity was
abserved with SML2 (59 ¢ps) compared to the parental

strain (15 cps). The viscosity and thickening properties of

the polymer are highly influenced by the molecular
weight of alginate. As shown in Fig. 4b, SML2 exhibited
a maximum MMW of 1,240 kDa (P.1. 3.1) and no
depolymerization of the alginite was observed. When the
molecular weight of alginate obtained with SML2 mutant
was compared with that of the ATCC 9046 strain (before
depolymerization), a maximum MMW of 680 kDa (P.1.
3.5) was found. In the case of the wild type, depolymer-
ization of alginate was observed at late stages of the
culture, reaching a value of SO0 kDa (P.1. 5.2). This result
is in agreement with published data, where alginate from
Macrocystis  pyrifera  incubated  with
ATCC 9046 cultures underwent a decrcase in the
MMW from 1,050 kDa to 600 kDa (Pefia et al. 2000).

Cyst germination in strain SML2
Algl. activity has been suggested to have a role in the

rupture of the cyst capsule during germination (Kennedy
et al. 1992). However. encystment and cyst germination

091

supernatant  of

by strain SML2 were tested and found to be similar to the
ATCC 9046 wild type strain (Table 1 and data not
shown). :

Discussion

The construction of strain SML2 with a non-polar algl
mutation that allowed alginate synthesis was achieved in
this study, allowing us to test the role of the AlgL activity
in the drop in the MMW of alginate observed at the end of
the incubation period.

As shown in Fig. 3, an alginate production of 2.9 and
4.0 g/l was obtained for strains SML2 and ATCC 90406,
respectively. These values are within the runge reported in
the literature for cultures of A. vinelandii under non-
controlled DOT conditions (Brivonese and Sutherland
1989; Peiia et al. 1997; Clementi et al. 1999) and under
constant (Sabra ct al. 1999; Pepa et al. 2000), or
oscillatory controlled DOT (Trujillo-Roldidn et al. 2001).
On the other hand, the SARP for SML.2 (0.011 g ¢! h™")
and ATCC 9046 (0.026 g g~' h™") were similar to those
reported previously (Parente ct al. 1998: Pena et al. 2000).

Figure 4b shows a typical profile of polymerization/
depolymerization of the alginate produced by the ATCC
9046 strain. Similuar profiles have been reported by Peia
et al. (2000) under different culture conditions. Clementi
et al. (1999) also reported that the rate of increase of
molecular weight was strictly growth-associated  and
alginate  depolymerization was observed as soon  as
exponential cell growth stopped. Sabra et al. (1999)
reported a depolymerization profile of alginate and wried
to relate this to a phosphate limitation and the action of
alginate lyases. This study shows that no depolymeriza-
tion of alginate was found with strain SML2 (Fig db).
This characteristic of strain SML2 is desirable, from the
biotechnological point of view, as high molecular weight
alginates are more valued due to beter rheological quality
(Ci et al. 1999; Wong et al. 2000). The P.1. is the ratio of
the MMW (o mean number weight; thus, lower values of
Pl are desirable as a narrower dispersion of the
molecules gives a better uniform family, making the
alginate more  valued. Alginate produced by SML2
cultures had a P.I. around 3.5-4.0. These values are
within the range of those characteristic of commercial
alginates derived from algae (Pefia et al. 1997).

Finally. regarding the proposed roles of alginate lyase
activity in alginate production or cyst germination, this
study shows that, under the conditions tested, the non-
polar algL mutation constructed here does not affect these
cellular processes.
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Abstract

In cubtures of Azotobacter vinelandii inoculated using washed cells (avoiding exhausted broth components) algin-
ates of a higher molecular weight (1200 kDa) than those obtained in cultures conventionally inoculated (350 kDa),
were produced. Also, when comparing conventionally inoculated cultures with those inoculated with washed-cells,
the alginate lyase activity was delayed and the tinal polymer coneentration decreased from 4.8 to 3.5 g 17!, This
suggests that components in the exhausted inocutum broth play important regulatory roles in alginate biosynthesis
and needs to be taken into account when desceribing poly mer biosynthesis,

Introduction

Alginate is a non-branched g t-4 linked exopolysac-
cluride composed of A-D-mannuronic acid (M) and its
Cs epimer, a-L-guluronic acid (G), arranged in irreg-
ulitr blocks. These polymers are extracted from sev-
eral different species of brown marine algae (Gacesa
1998). Bacterial species, such as the Na-tixing aer-
obe Azotobacter vinelandii, also produces alginates
(Gacesi 1998)and it has been considered as a potential
cammercial option to produce this polysaceharide.
The viscosity of alginate solutions depends mainly
on the molecular weight (MW) ol the polymer and,
1o a lesser extent, on its composition, i.c. M/G ratio
and the fength ot sequences of M-M. M-G and G-G
(Gacesa 1998). The production and molecular weight
of alginates by oA vinelandii is strongly influenced
by the dissolved O3 tension (DOT). A high molecu-
lar weight alginate can be produced at a controlied
DOT of 3. with respect to air saturation (Pefia ef af.
2000). However, a drop in the mean molecular weight
(MNMW) and an increase of the polydispersion degree
of alginate was observed towards the end of the incub-
ation period (Pena er al. 2000). This drop in the MMW
is undesirable because of the tower rheological quality

of low molecular weight alginates (Wong et «f. 2000).
This depolymerization is caused by the action ol an ex-
tracellulur alginate lyasc activity encoded by the afgl
gene, which is present within the alginate biosynthetic
gene cluster (Ertesvag er of . 1998, Trujillo-Roldin
eral, 2003).

Alginate production by submerged culture involves
a scries of conventional sieps, including inoculum
build-up. The typical inoculation process consists i
the proliferation of cells in a pre-culture consisting
of 1 o 20% (v/v) of the working volume of the
production fermenter, where the exhausted culture me-
dium is added - 1ogether with the bacterial cells -
1o the new medium into the fermenter. By washing
the cells prior to inoculation it would be possible
to avoid the presence of the components of the ex-
hausted culture medium. This work reports a study
aimed at determining how these components in the
inoculum affect alginate biosynthesis and its molecu-
lar characteristics. This information is highly relevant
for the proper interpretation of results of studies about
polymer biosynthesis.
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Materials and methods

Microorganisims and culture conditions

Azotobacter vinelandii ATCCY046 was grown on a
madified Burk’s medium (Peia er al. 1997) of the
following composition (in g 17'): sucrose 20; yeast ex-
tract (Difco) 3. KalPOy 0.66, KH2POy 0.16, MOPS
1.42, CaSO; 0.05. NaCl 0.2, MgSO0,-7H20 0.2,
NaaMoO, - 2H20 0.0029, FeSO4 - 71120 0.027. The
pH was adjusted to 7.2 with NaOH. To avoid precipita-
tion during autoclaving, the solwions of FeSOq4 - 7H20
and NaaMoO, - 2H:20 were separited from the other
medium components during sterilization (121 °C,
35 min). Cultures were carried out in batch ina 1.5'1
stirred tank (Virtis, working volume of 1.0 1) mounted
on an Omni-culture support, equipped with 2 Rushton
impellers tratio of impeller: ank diameter = 0.5).
Peia e af. (20000 reported that small variations of
DOT (in the range of 1=-5%) had significant eftects
on alginate production and on its molecular weight,
Accordingly, all cultures were carried out at 3% DOT.,
The dissolved Oz tension and pH (7.2) w sured
and controlled using a proportional-integral-derivative
control system (Peia er af. 2000, Trujillo-Roldin et al.
2000, DO was controlled at 3% with respect to air
saturation by varying the proportions of Na and Oz in
the inflowing gas (Pedn ef al. 2000). The cultures were
grown at 29 °C asing an agitation rate of 700 rpm and
itotal gas (N2 4 O low rate of Q.8 vvm,

Preparation of inocula

Two types of inoculation procedures were evaluated,
One was the conventional torny which consists in the
incubation for 24 b at 29 °C in u 300 ml conventional
Erienmeyer fask using 100 ml Burk's modified me-
dium (Pefia er af. 1997). The whole broth — including
cells = (100 mb were inoculated into the bioreactor
contiining Y00 ml fresh culture medivm,

A second inoculation procedure consisted in the
following: after the incubution in a shake-flask (24 b,
the bacteria were aseptically collected by two steps
of centrifugation at 15500 x g, during 10 min at
29 °C, and re-suspended in 100 ml of fresh Burk's li-
yuid medinm, This suspension wis inoculated into the
termenter contmning Y00 mil of fresh culture medium,

Analvtical determinations

Biomass, alginate and sucrose concentration were
determined as reported previously by Peila er al.

(1997). Molecular weight distribution (MWD) and
mean molecular weight (MMW) were estimated by
gel-permeation chromatography (Peiia er al. 1997,
2000). Polidispersity index (P1) was defined as the
ratio of MMW (weighting the polymer molecules
according to the weight of those having a specific
molecular mass) 1 mean number weight (weighting
the molecules according to the number of those hav-
ing a specitic molecular mass). Alginate-lyase activity
wils measured using a spectrophotometrical assay as
previously reported by Peina er al. (2000). Specitic al-
ginate lyase activity was expressed as the change in
absorbanee at 235 nm per minute per mg of soluble
extracellular protein. Soluble extracellular protein was
quantitied using the Bio-Rad Protein Assay Kit. Vis-
cosity of the culture broth was measured as previously
reported by Peia e al. (1997) ata shear rate of 12571
in a cone/plate viscosimeter (Wells-Brooktield LVT,
series 82198), using cone CP-32.

Conventionadly inoculated cultures and those in-
oculated using washed cells were made in triplicates.
Figure 1 shows the mean value of the independent
cttlares and the standard deviation among replicas,

Results and discussion

Similar biomass growth Kinetics were observed with
both types of inoculation (Figure lu). Sucrose was
completely consumed at the end of all cultures (data
not shown). A lower value of final alginae concen-
tration was obtained with the washed-cells inoculated
cultures than that observed in the cultures inoculated
in the conventional way (Figure Ih). That means that
the yicld (1.2 gap/givom) and the specitic alginate
production rate (0,06 gyg/ghom h) in conventionally
inoculated cultures were higher than those observed in
washed-cells inoculated cultures €1.16 gye/grom and
0.042 guip/gniom h. respectively).

The final broth viscosity of the washed-cells in-
oculated cultures was 6.5 fold higher than that of
the cultures conventionally-inoculated (Figure te). As
Figures Id, Te and 2 show, higher molecular weight
and less dispersed families of alginates were obtained
in washed-cells inocutated cultures. as compared 1o
the conventionally inoculated cultures. A depolymer-
ization of alginate was observed at late stages of
the cultures with an increase in the PL In washed-
cells inoculated cultures, a drop from 1250 (Pl =
6) 10 980 kDa (Pl = 6.8) was observed and in
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caused by the atginate lyase activity).

conventionally-inoculated ones, the drop was from
350 (PI = 8.2)10 250 kDa (PI = 10).

In conventionally inoculated cultures, alginate ly-
ase activity was detectable from the beginning of the
culture (Figure 1), and the maximum in its activity,
occurring in the middle of the exponential phase of
growth, might be one of the reasons of the low MMW
of the alginate observed under these conditions. 1f
this is compared with the washed-cells cultures, the
MMW was higher and the maximum in its alginate ly-
ase activity was delayed until the pre-stationary phase
(Figure 11). Tt is possible that the alginate produced
during the culture is being degraded by the alginate ly-
ase. However, the drop in the MMW is only detectable
it the end of the culture,

Conventionally inoculated cultures start with al-
ginate at 0.45 g 171, with a MMW of 250 kDa and
a specific alginate lyase uctivity of 0.15 U mg™! (Fig-
ures Ib, td and 1), All these components come from
the inoculum build-up. On the other hand. cultures in-
oculated using washed-cells have no alginate and no
alginate lyase activity at the beginning of the culture.
The presence of such components at the beginning of
the conventionally inoculated cultures are affecting the
behavior of the culiures. However. these small initial
differences in alginate and alginate lyase cannot ex-
plain. alone. the differences in the culture kinetics and
can not be caused by a simple phenomenon of dilu-
tion. For example. at the middle of the exponential
phase of growth (10 h), the differences in alginate
concentration become more pronounced and, at the
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end of the culture (30 hy, the difference between the
conventionally inoculated (4.8 g 17 ) and washed-cells
inoculated (3.5 ¢ 17y cultures was of 1.3 g I7! which
is nearly three fold the initial alginate concentration
difference. The delay in the appearance of the alginate
tyase and the significant differences in the kinetics ol
alginate biosynthesis (with practically no change in
biomass Kinetics) suggest that small amounts of al-
ginate and/or alginate lyase as well us other unknown
components (carried from the inoculum) might serve
as environmental signals that modify alginate produc-
tion and/or the action of the alginate Iyase activity.
Castaieda ef al. (2000, 2001} reported that the growth
of the bacteria and the biosynthesis of the alginate
is regulated by the two protein component system
GaeA/GacS. A current model proposes that GaeS
senses utknown environmental signals and activates
the GacA transcription regulator, which in wn trig-
gers the expression of target genes involved in alginate
biosynthesis (Castadeda ¢ al. 2000, 2001). Although
further studies are needed. this postulated mechanism
could he one of the possibilities for explaining the
strong effect that these anknown components have on
the biosynthesis of alginate.

Our results are also relevant for the proper in-
terpretation ol detailed physiological studies of the
production of alginate by A, vinelandii. The effect of
exhausted broth components (from the inoculum) has
to be taken into account tor avoided) in such studies,
patticularly, in the analysis of complex phenomena
such as that of polymerization and depolymerization
of the alginate chains in AL vinelandii cultures.,

Conclusions

The components carried by the exhausted broth from
the inoculum are playing an important regulatory role
in alginate biosynthesis and in defining its moleculur
characteristics. By washing the cells prior 1o inocula-
tion. it is possible o avoid the presence of such com-
ponents, This new torm o inoculate the A, vinelandii
cultures will allow one to conduct studies in 4 more
controled way and properly 1o interpret data from
alginate biosynthesis studies.
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Abstract An Adzotobacter vinelandii mutant Iackiné‘alginate-liyaise:(SMLz) and the wild type
(ATCC9046) were used to discriminate belweeﬁ lh}’e‘ro'llyes 'qftlié pdlyxnérase complex and
alginate-lyase in the synthesis of alginate in Acu‘ItLliréé'Vcoﬁ‘du(‘;vled under cobnt‘rolled dissolved oxygen
tension (DOT). To avoid the presence of|)1'e-synti;é§ized aigfrmtes, all cultures were inoculated
with washed cells. For cultures carried out z\f 3% DOT using the mutant, a well defined family of
alginates of high mean molecular weight (MM W) were obtained (985 kDa). Under 1% and 5%
DOT, the mutant produced unique Tamilies ot"alginates with lower MMW (150 and 388 kDa). A
similar behavior was observed using the wild type: a production of well defined families of alginates
of high MM W at 3% DOT (1,250 kDa) and lower MMW at 1% and 5% DO (370 and 350 kDa).
At the end of the ATCC9046 fermentations, alginate was depolymerized by the action of lyases.
Overall, the evidence indicated that polymerization of alginate is carried out by producing families
of polysaccharide in a narrow MMW range, and that it is highly dependent on DOT. The role of

alginate-lyase (present in the wild type) is restricted to a post-polymerization step.
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Introduction

Alginates are exopolysaccharides composed of 3-D-mannuronic acid and its Cs epimer,
a-L-guluronic acid, arranged in irregular blocks along a linear chain. They are extracted from
several different species of brown algae (Phacophyta) (Gacesa 1998). Bacterial species, such as
the nitrogen-lixing aerobe Azotobacter vinelandii, produce alginates. The study of alginate
biosynthesis in A. vinelandii has biotechnological significance, since alginate is an industrial
polymer. From a commercial point of view, one of the most important characteristics of alginate
is its intrinsic viscosity, which determines the viscosity of solutions to which it is added. The
intrinsic viscosity depends mainly on the molecular weight of the alginate and, to a lesser extent,
on its composition (Gacesa 1998).

In A. vinelandii, the steps in the pathway leading to the formation of an activated monomeric
unit (GDP-mannuronate) have been well characterized. These involve the participation of the
products of three genes, algd, algC and algD (Campos et al. 1996; Nuiiez et al.-2000). Recently,
later steps involved in post-polymerization modifications, such as epimerization, acetylation and
depolymerization, have begun to be understood; these involve the gene products of algE!-7, algG,
algF and algl (Ertesvég ct al. 1996, 1998; Lioret et al. 1996; Rehm et al. 1996; Svanem et al,
1999, 2001; Vazquez et al. 1999; Trujillo-Roldan et al. 2003a). However, intermediate processes
in the pathway of alginate biosynthesis, in which intermediaries (monomer or oligomers) have to
cross the inner membrane, and how these moieties are polymerized to form polymannuronic acid,
are still unknown. The products of the genes alg8, alg-#4, algX and algK (Mejia-Ruiz et al. 1997a,
1997b; Sabra et al. 2001) are candidates for subunits of the alginate polymerase complex. The
specific activities of the key enzymes involved in the biosynthesis of alginate by . vinelandii
have been determined as being dependent on dissolved oxygen tension (DOT) levels (Horan et al.
1983). Moreover, the production of alginate and the mean molecular weight (MM W) of the polymer
depends on DOT (Sabra et al. 1999; Peiia et al. 2000).

To our knowledge, no information has been published documenting the possible roles of the
polymerase complex and alginate-lyase in determining the MM W and molecular weight distribution
(MWD) of the alginate produced under different DOT levels. The aim of this work was to
understand how two of the final steps in the biosynthesis of alginate by A. vinelandii (polymerization
and de-polymerization) determine the molecular characteristics of the polymer under varying

conditions of DOT. In order to establish the role (or lack of it) of alginate lyase, we used a mutant



lacking this enzyme (Trujillo-Roldan et al, 2003a) and comp'\red |ts perfonmance with a wild type
strain. As we required that only the strain and the DOT be 1ndepcndent variables, we used washed

cells as inoculum as we have previously shown that components in the inoculum affect alginate
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biosynthesis and its molecular weight (Trujillo-Roldan et al. 2003b).

Microorganisms and culture conditions

The bacterial strains used in this work were . vinelandii ATCC9046 and the non-polar algl
mutant SML2 that is unable to produce alginate-lyase, but able to produce alginate. This strain
was previously described by Trujillo-Roldéan ct al. (2003a) and deposited in the Microbial Culture
Collection of the Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacnonal Aulonoma de

México (Mexico City), with the code BM-B-377. The strains were mamtamed by monthly subculture

addition of gentamicin (2.0 pug/ml), :
Submerged cultures were carried aut in batch, in a‘,ly‘.b5:’l‘s’li

Virtis, Gardiner, N.Y.) mounted on'an Onl’hi-ciulllii'é ’sixﬁpo s equipped thh two Ruéhton impellers

(ratio of impeller/tank dlameler —0 5) DOT me'lsurement nd comrol at l% 3% and 5% (respect

to air s'uumuon) were conducted. by gas blendmg_(N; andk,(_);), usmg a
proportional-integral-derivative control algorithm (Trujil'lo-Rdldén et al, 2001). Measurements
and control of pH at 7.2 were made by an on-off control adding NaOH (2.0 N). All fermentations
were conducted at 29°C using an agitation rate of 700 rpm and a total gas flow rate of 800 mi/min.
As it has been shown that the exhausted broth components from the inoculum play important
regulatory roles in alginate biosynthesis and in determining its molecular weight (Trujillo-Roldan
et al. 2003b), washed cells were inoculated to the fermenter as described by Trujillo-Roldén et al.
(2003b). The aim of using washed cells as inoculum was to avoid the exhausted inoculum broth

components (as extracelfular alginate-lyase activity and alginate), in order to properly separate

their effects on alginate biosynthesis, mainly in terms of its molecular characteristics,

Analytical determinations

Biomass. alginate and sucrose concentrations were determined as described previously (Pefia et

al. 2000). MMW and MWD of alginates were estimated by gel-permeation chromatography as

()



previously reported (Peiia et al, 2000). l’olydmpelsuy index (PI) was defined as the ratio of MMW
(wenz._,hlmz, the polymer molecules '10C0|dmg fo the \velght ot‘thosc havmg a specxl’c molecular
mass) to mean number weight (weighting the molecules according to the number of those having
a specilic molecular mass). Alginate-lyase activity was measured using a spectrophotometric assay
as previously reported by Trujillo-Roldan et al. (2003a). Specific alginate-lyase activity was
expressed as the change in absorbance at 235 nm per minute per milligram of soluble extracellular
protein, Protein was quantified using a Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad, Hercules, Calif.). "~
All cultures carried out using the ATCC9046 and SML2 strains were performed in triplicaté.
Figure | shows the mean value of three independent cultures carried out at 3% DOT and the
standard deviation among replicas. The differences between the averages of the culuires were

evaluated by a student’s mean comparative r-test (P=0.05).
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Fig. 1. Kinetics of biomass growth (a), alginate concentration (b), mean molecular weight (A/A/11) (¢),

polydispersity index (#/) (d), and specific nlginm'c-lynsey 5clivity (e) of cultures of «Izotobacier vinelandii

strains ATCC9046 (@) and SML2 (0) carried outat 3% dissolved oxygen tension (DOT)

Results

Figure 1a shows typical growth kin ”ﬂcurlrl‘_ure"s,pI',‘ll"ncy,t\’vo strains of 4. vinelandii (ATCC9046

and SML.2) carried out at 3%’DOYT" T‘hie s";iec;if;lcigrthh rafe (p) of SML2 cultures (0.16 h™") was
lower than that of the wild lype stram (0:19-h™). However, both strains reached similar final
biomass concentration (3 4:1:0 3 'md 3.6+£0.2 g,/l for ATCC9046 and SML2, respectively). Figure 1b
shows the evolution of alginate concentration during the course of the cultures. A similar final
alginate concentration was obtained for both strains (3.5+0.3 and 3.320.3 g/l for ATCC9046 and
SML2, respectively). However, slight but significant differences were observed in specific
praduction rates comparing the wild type (0.056 gay, gh..,..," h™") with the mutant (0.047 Baiy ghwm_l .
Figure 1c shows that higher and constant MMW (1,250:£200 kDa) alginate was obtained in cultures
carried out using the ATCC9046 strain compared with that produced by the SML2 mutant
(9854160 kDa). However, alter 14 h of culture (pre-stationary phase of growth) the alginate from
wild type cultures begins to be depolymerized by the action of an alginate-lyase activity (Fig. le)
and a drop from 1,250 to 980 kDa was observed (Fig. 1c). In SML2 cultures, no depolymerization
of alginate was observed and no alginate-lyase activity was detected (Fig. Ic, ¢). Figure 1d shows
that the wild type produces more dispersed families ol alginates (higher Pl) than those obtained
from cultures using the SML2 strain.

The specific alginate-lyase activity of cultures carried out with the ATCC9046 strain increased
from the beginning of the culiture, reaching a maximum towards the end of the exponential phase
of growth. Later, the specific activity decreased to values similar to thqée present at the beginning
of the culture. On the other hand, when the cultures were carried out Llsing the SML2 strain, no
alginate-lyase activity was detected (Fig. le).

The kinetic behavior of cultures of both strains carried out at 1% and 5% DOT was similar, A
comparison of the effect of DOT on cultures of strains SML2 and ATCC9046k’is presented in ‘
Fig. 2. Maximum biomass concentration was obtained at 1% DOT (Fig. 2a) for both slrams
(6.9£1.2 g/l and 5.7+1.2 g/l, for ATCC9046 and SML2, respectively). At 3% and 5% DQT, no
significant differences were found between the final biomass concentrations fdr both strains (around

3.5£0.4 g/1). Figure 2b shows that for SML2 cultures, there are no sivgniﬁcam differences between

wn



the final alginate concentrations (3.5£0.4 g/l). regardless of the DOT level (in the range 1-5%
DOT). In contrast, in ATCC9046 cultures alginate production depends on DOT, l;‘,ihélé_llg‘inaté

concentrations of 2.8+0.2, 3,5+0,3, and 3.2+0.2 g/ were obtained at,‘l%,lvg"/ %DOT

an.:.

respectively (Fig. 2b). In all cultures, sucrose (20 g/l) was c0|11pleﬁéIy:crzo:riérlylmeyd by lh'é S

microorganism (data not shown),

ad . “TUATECS048!
RS P sML2
> 8! §
= ;
8 4
4
5 v L
@ s
R - e
“ ‘b; , .
i H .
4
o -
& -
o
Z .
© s e e e e et i
14C0 ‘¢ !
1200 -
5 0 ' ]‘
L a0
2 5o
I a0 i
200 i
a. - —
12 g
1 , ‘
R o
g s
a4 i : H
Fe) J S
—~ 14
_‘é 12 8 1 oy ~ ;)
2 fisapd ! 4 i
P e i’ l‘ﬁ.ﬂm CON b
g HALL DE QN |
o & 3 SEE :
§ o4 AL Fe N RIVIRWIASAR]
D o
g c2
1 3 s
DOT (%)

Fig. 2. Effect of DOT on the final biomass (a) and alginate concentration (b), maximum MMW (¢) and P!
() of alginate (before depolymerization) and maximum specific alginate-lyase activity () in cultiires carried

out using strains SML2 and ATCC9046

Figure 2¢ shows how DOT affects the MMW of the alginate produced in ATCC9046 and SML2
cultures. For the wild type strain, MMW values are those obtained before the alginate begins to

be depolymerized by the action of the alginate-lyase. For both strains, the highest MMW was



reached at 3% DOT (compared with 1% and 5%). MMW of 1,250+200 a1‘1d‘9_85:h| 60 l\Da were
obtained for ATCC9046 cultures and SML2 cultures, respectively. Figure 2d shbivs"tuhrart nb
significant differences were found between the Pl of cultures conducledfwitli:A1“C‘C>9i’()46,;1nc'i'; .
SML2 strains at 1% and 5% DOT. However, at 3% DOT the PI oflhe alginate pfdducéd by the
SML2 strain was significantly higher. Figure 2e shows the effect of DOT on tlie méximunjn sbeciﬁc
alginate-lyase activity. In ATCC-9046 cultures, the maximum of this activity was found in thé
pre-stationary phase of growth and a drop in alginate-lyase activity was observed in'the stationary
phase (resembling the trend shown in Fig. le for cultures carried out at 3% DOT). On the other
hand, no alginate-lyase was detected in SML2 cultures.

Figure 3 shows the MWD of alginates produced at different culture times by .. vinelandii SML2
and the wild type under 1, 3 and 5% DOT. The SML2 mutant always synthesizes a similar MWD
(with similar MM W) of alginates throughout the cultures carried out at a given DOT and no
depolymerization of alginate was observed. . vinelandii ATCC9046 also synthesized similar
MWD of alginates (with similar MM W) along the culture at each DOT evaluated. In the stationary
phase of growth, a slight shift of the MWD to the right was observed, indicating de-polymerization

caused by the action of alginate-lyases.

SML2 ATCC9046
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Fig. 3a—f. Molccular weight distribution (MWD) of alginate produced by A. vinelandii strains SML2 (a—c¢)
and ATCC9046 (d-f) during cultures carried out at 1%, 3%, or 5% DOT for the times indicated. a 1% DOT:

solid line 7, dotted line 13 h, dashed line 21 h, b 3% DOT: solid line 7 h, dotted line 13 h, dashed line
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16 h. ¢ 5% DOT: solid line 7 h, dotied line 13 N, dashed line 16 h. @ 1% DOT: solid line 10 h, dotted line
13 h, dashed line 25 h, dot v dash line 30 h. ¢ 3% DOT: solid line 6 h, dotted line 10 h, dashed line 16 h,

dor+ dash line 25 h, (£) 5% DOT: solid line 6 h, doted line 10 h, dashed {ille 16 h, dor+ dash line 25 h

Discussion

Viazquez ctal. (1999) demonstrated that the non-polar insertion of an §2 cassette into the gene algF
(belonging to the alg.XLIVF gene cluster) reduced alginate production compared to the wild type
strain. Similar results were reported by Trujillo-Roldan et al. (2003a) where the non-polar insertion
of'the Q cassette was made in algL. As shown in this work, alginate production by the SML2 strain
was lower than in the wild type strain. The unique a/gL non-polar mutation could be affecting
transcription of algL genes downstream (i.e., algl, algV, algF and alg4), because the transcription
of these genes is actually driven by the promoter in the 2 cassette and not by promoters located
upstream ol a/gL, Changes in transcription of genes downstream of a/gL could be affecting the
activity of the bifunctional biosynthetic enzyme AlgA, in a manner similar to that shown for alg4
in Pseudomonas aeruginosa (Leitdo and Sa-Correia 1997), leading to a slight decrease in alginate
production rate in comparison with the wild type strain. On the other hand, the MMW of the
alginate (before depolymerization) of the wild type is significantly higher than that of the mutant
(Fig. lc). The decrease in the activity of AlgA could also be affecting the last step of the biosynthesis
of alginate (i.e., polymerization).

The final alginate concentration reached using the wild type strain is affected by the culture
DOT (Fig. 2b); however, in the cultures carried out using the SML2 mutant, alginate productioq
did not exhibit significant differences with respect to the DOT (within the range 1-5% DOT)..
Transcription of alg (driven by the promotei' in the 2 cassette) could be affecting the biﬂmclion‘al
activity of AlgA and the way that the transcription or the activity is affected by DOT. Horan et alr.
(1983) showed that the dual activity of AlgA in 4. vinelandii is highly affected by DOT, and Leltéo
and Sa-Correia (1997) showed that transcription of algA is also affected by small DOT chang,es
in P. aeruginosa, From the practlcal point of view, strains of A. vinelandii that proclluce‘_smnla'r
amounts of alginate without being affected by small DOT changes (e.g., SML2 strain)‘:f\:\'/o_uld Be
very convenient if the précess is scalngUp (Trujillo-Roldédn et al. 2001). "

In this work, we report for the first time that polymerization yields families of alginates with
very similar MWD (Fig, 3), regardless of culture time. In addition, the MMW of these families is

strongly alfected by DOT (Figs. 2c, 3), indicating that the polymerase complex is highly affected



by DOT. It is possible that transcription of alg8, alg44, algX or algK (as parts of the polymerase
complex) is affected by DOT aé is the case foralgA, algC and algD tra|1sc;1'iptiqni ian. aeruginosa
(Leitdo and Sa-Correia 1997). 1t should be pointed out that only by washing the cells used in the
inoculum was it possfble’lo obsél've this phenomenon. Components oflhe eXhau'sted‘broth contained
in.the inoculum are known:to play important roles in alginate biosynthesis and in determining its
molecular weight (Tn ujillo-Roldén et al, 2003b). An example is the small quantity of alginate

_coming from the inoculum-and.which is added to the fermenter. This alginate is mixed with the
alginate produced de novo in'the f‘ermenter. Thus, this mixture changes the distribution of the
families ol alginate and it would be difficult to know which are the molecules of alginate produced -
in the fermenter and which were pre-synthesized in the inoculum (Trujillo-Roldén et al. 2003b).
Moreover, the alginate-lyase activity (from the inoculum) present at the beginning of conventionally
inoculated cultures, would also act on alginate molecules as they are synthesized, reducing the
MMW and modifying the MWD,

In SML2 cultures, no alginate-lyase activity (Fig. 2e) and no depolymerization of alginate were
observed at the end of cultures (Fig. 3a—c), as expected from a non-polar a/lgL mutation
(Trujillo-Roldan et al, 2003a). On the other hand, in ATCC9046 cultures (fora given DOT), similar
MWD were synthesized until the stationary phase of growth (Fig. 3d-f). Thereafier,
depolymerization was observed, indicated by a shilt of the MWD towards lower MMW., This drop
in MMW is strongly correlated with alginate-lyase activity, as this enzyme activity was highest
when the drop in MMW began to be evident [as shown in Fig. lc, as well as for cultures carrled
out at 1% and 5% DOT (data not shown)]. Data from Fig. 2e also show that the specific
alginate-lyase activity depends on the DOT value, being highest al3% DOF 'I‘hckhigher the speciﬁc
alginate-lyase activity (Fig. 2¢), the higher the drop in the MM'W-'ofthéVa'I‘gyinale'(Fig 3d-f). The
maximum specific alginate-lyase activity (Fig. ”e), lfmultlplled by the f'n'll concemrauon of
alginate (Fig. 2b), shows a linear relationship with the dropin MMW (AMMW) (Fl[, 4) indicating

that the AMMW can be explained solely by the actlon of the Iyase‘_on its substrate.
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Fig. 4. Relationship between the drop in the MMW (AMMW) of cultures in the stationary phase of growth
as a function of the specific alginate-lyasc aclivity and final alginate concentralion. Data include information
from cultures of -1, vinelandii SML2 where no degladauon of'algmme occurrcd ( A) 'md ATCC9046 cultures

at different DOT: B 1%, C 3%, D 5%

May and Chakrabarty (1994) proposed that in P. Qler'ttgif105'a the alginate lyase may function
cither as an editing protein to control the Ienéth ofthe alginate polymer or to provide short pieces
of alginate to prime the polymerization reaction. In this study, we have demonstrated that A,
vinelandii is able to produce a polymer with similar MWD, independently of the culture time.
These results suggest that the AlgL protein is not necessary to initiate a polymer chain or to edit
the final (maximum) molecular weight of the alginate produced. This task should be restricted to
the polymerase itself. The alginate lyase could act to determine the molecular weight after the
alginate has been synthesized.

The A. vinelandii genome encodes a family of eight epimerases (Rhem et al. 1996; Svanem et
al. 1999), two of which display both epimerase and lyase activity (Svanem et al. 1999, 2001).
However, using the same analytical methods, no alginate lyase activity was found extracellularly,
either in this work in the algL mutant cultures, or in previous work in our laboratory (Trujillo-Roldan
et al. 2003a). This suggests that il epimerases with alginate-lyase activity were present, we were
not able 1o detect them, and also that these epimerases do not play an important role in the
determination of MMW and MWD in DOT-controlled culture’s’. Mdréover, from the relationship
shown in Fig. 4, it is possible to conclude that the dxop in MMW in ATCC9046 cultures results

solely from the action of the extracellular 'llgmale-ly'lse

Conclusions

Using a mutant lacking alginate-lyase (SML2) and the wild type (ATCC90406) it was possible to
discriminate between the roles of the polymerase complex and alginate-lyase in the determination
of'the MM W of alginate by 4. vinelandii. This was possible as we used washed cells as inoculum,
which avoided the presence of exhausted broth components. The data suggest that alginate
polymerization occurs by making chains of very uniform MWD and low dispersion throughout
the culture, regardless of the strain used. Alginate-lyase is not essential for the production of
alginate; however, when this enzyme is present (as in the wild type), its role is restricted to a
post-polymerization step, with its activity reaching a maximum in the pre-stationary phase of

growth, The action of alginate-lyase (AlglL) is evidenced by a drop in the MMW of the alginate
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families, Moreover, both processes (polymerizalbn and depolymerization) are highly dependent

on-DOT.
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