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I RESUMEN

Los alginatos son polisacaridos del acido B-D-manurénico y su epimero el 4cido a-L-
gulurdnico, los cuales son usados como agentes gelificantes, espesantes y estabilizantes en la
industrias alimentaria, farmacéutica y textil. Los alginatos comerciales actualmente se
obtienen de algas marinas tales como Laminaria y Macrocystis. Ademas, dichos polimeros se
pueden obtener de diferentes fuentes bacterianas, principalmente de Azotobacter vinelandii 'y
varias especies de Pseudomonas. El objetivo principal del presente trabajo fue estudiar la
influencia de la aireacién y la agitacion sobre la biosintesis y composicidn de alginato en un

cultivo en lote de Azorobacter vinelandii, asi como sobre la morfologia de la bacteria.

Se estudio la influencia de condiciones extremas de aireacién/agitacidn imperantes en
matraces agitados y en fermentadores, .bajo condiciones controladas de oxigeno disuelto y
agilacién. Los cxperimentos en malraces, mostraron que condiciones de baja
aireacion/agitacién promueven la sintesis de una mayor cantidad de alginato (4.5 g/L) y con
un mayor peso molecular (1.98 x 10° g/mol) con respecto de aquel que sc obtienc en cultivos
desarrollados bajo alta aireacién/agitacién. Bajo estas condiciones, las células de A. vinelandii
tienden a incrementar su didmetro durante el cultivo, mientras que en las células cultivadas en

matraces bafleados, el didmetro promedio disminuye.

A nivel de fermentador, la mayor produccién de alginato (5.0 g/L) se obtiene a una alta
velocidad de agitacion (700 rpm} a una tensién de oxigeno constante del 3%. Mientras que, a
300 rpm, la concentracién maxima de polimero {en cualquiera de las concentraciones de
oxigeno evaluadas), fue entre 1.0 y 4.5 g/L.. Observaciones al microscopio de los caldos de
fermentacion revelaron la presencia de microagregados en los cultivos llevados a cabo a 300
rpm, los cuales presentaron tamafios cercanos a las 40 pum. Es posible que, a nivel de dichas
agrupaciones y/o a una escala mucho mayor (elementos de fluido) se presenten gradientes de

oxigeno, los cuales afecten el crecimiento del microorganismo y la sintesis de polimero.



Al igual que la produccién de alginato, la composicién del mismo se ve afectada por las
condiciones operacionales del proceso. La sintesis de un alginato de alto peso molecular
(680,000 g/g mol) se observé bajo condiciones en las que se presentan gradientes de oxigeno,

con respecto al producto aislado en condiciones homogéneas de oxigeno.

Los resultados demuestran como, a través de un control estricto de las condiciones de cultivo
(particularmente la tensién de oxigeno disuelto y la velocidad de agitacién), se pueden
sintetizar, por via microbiana, productos con propiedades fisicas especificas de utilidad en el

mercado de hidrocoloides de la industna alimentaria.



2 ABSTRACT

Alginates are polysaccharides of B-D-mannuronic acid and its C-5 epimer, a-L-guluronic
acid, which are used as thickeners, stabilizers, gelling agents and emulsifiers in the food,
textile, and pharmaceutical industries. Commercial alginates arc currently extracted from
marine algae such as Laminaria and Macrocystis. Alginate can also be obtained from the
culture of bacterial sources, namely Azolobacter vinelandii and various species of
Pseudomonas. The main objective of this work was to study the influence of the dissolved
oxygen tension and the agitation rate on the biosynthesis and composition of the alginate by
Azotobacter vinelandii in a batch culture, as well as the morphological variations of the

bacteria.

The effect of extreme aeration/agitation conditions on the production and composition of
alginate was evaluated in shake flasks. In adittion, studies were conducted in a fermentor
under controlled conditions of DOT and agitation rate. Experiments in shake flasks revealed
that low aeration/agitation conditions promoted the synthesis of alginate (4.5 g/L) and the
polymer showed a high molecular weight (1.98 x 10° g/g mol), if compared with the alginates
isolated from cultures carried out in baffled flasks (high aeration/agitation conditions). Under
low aeration/agitation conditions, the cells of A. vinelandii increased in diameter during the

cultivation, whereas those cultured in baffled flasks, decreased in size.

In the fermentor {(under controlled DOT and agitation rate) the maximal alginate concentration
(5.0 g/L) was obtained in the cultures conducted at high agitation rate (700 rpm) maintaining
constant the DOT at 3% of air saturation. On the other hand, under low agitation rate (300
rpm), the polymer concentration was between 1.0-4.5 g/L at the different DOT evaluated.
Microscopic observations of fermentation broth revealed the presence of cell microaggregates
when the culture was conducted at 300 rpm. These particles were one order of magnitude

larger than individual cells. It is possible oxygen gradients ocurr within the microaggregates



and/or the fluid elements, which could affect the microorg.anism growth and the biosynthesis

of the alginate.

In addition to the alginate production, the molecular composition of the alginate was affected
by the operational conditions of the process. Under cultures in which oxygen gradients may
ocurr , A. vinelandii produced a polymer of high molecular weight (680,000 g/g mol) with
respect to the alginate isolated from the cultures conducted under homogeneous oxygen

concentration.

Overall, our results showed that the careful control of culture conditions (such as DOT and
agitation speed) would allow the production of microbial alginate with particular physical

properties, useful in specific applications.



CAPITULO1

[INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

Los alginatos son una familia de polisacaridos constituidos de bloques de 4cido manurénico y
gulurdnico, los cuales se obtienen principalmente de algas marinas del grupo de las feofitas,
en las cuales puede comprender mis del 40% de la materia seca y de algunas especies
bacterianas (Clare, 1993). Los alginatos tienen un amplio uso en la industria alimentaria como
agentes gelificantes, espesantes y estabilizantes en la elaboracién de postres, aderezos,
bebidas, salsas, cremas, etc. Por otra parte, su propiedad para formar geles termoirreversibles
s¢ ha utilizado para la inmovilizacién de componentes celulares o células completas para la

preparacion de biocatalizadores (Skjak-Braek y Martinsen, 1990).

A nivel mundial, el alginato es el tercer polisacarido con mayor demanda en la industria de
hidrocoloides y anualmente su consumo alcanza cerca de 33,000 toneladas, con un precio en
el mercado que oscila entre los 5 y los 12 délares por kg (Mejia, 1997). Del volumen total,
cerca del 80% son producidos por una compaiiia americana (Kelco) y el 20% restante por
pequefias compafiias localizadas en Noruega, Alemania, Japon y Australia. En México, la
industria de alginatos se inicid en 1956 con la explotacidén de algas cafés Macrocysiis
pyrifera, las cuales se exportan a los Estados Unidos a la compaiiia Kelco para su
procesamiento (Zertuche-Gonzalez, 1994). Actualmente, nuestro pais, importa anualmente un
total de 187,000 kg de alginatos, lo que representa un valor superior al millon de délares por

concepto de importacién

La gran variabilidad de la composicién de alginato entre cada especie, asi como la
dependencia de las condiciones climaticas bajo las cuales se produce el polimero, aunado a
los altos costos durante su extraccién y purificacidén, han motivado la busqueda de nuevas
fuentes de produccién, a partir de las cuales se obtenga un producto con una composicién

quimica uniforme. Entre las especies microbianas productoras de alginato mas estudiadas



csla Azotobacter vinelandii, el cual produce un polimero ;nuy parecido al proveniente de las
algas, sobre todo con relacion a la presencia y longitud de los bloques de cido gulurénico
(Sutherland, 1994). Sin embargo, a diferencia de los alginatos algales, el alginato producido
por dicha especie presenta un alto grado de acetilacidén (genecralmente en los residuos
manurénicos de la molécula), ademds de que existen diferencias en 1a distnbucién de los
4cidos urdnicos. Los grupos acetil sustituyentes, tienen un marcado efecto sobre la capacidad
de atrapamiento de iones, ademas de un ligero efecto sobre la viscosidad de las soluciones de

alginato (Davidson er al., 1977, Skjak-Braek et al., 1986).

La produccién de alginato por via microbiana usando cepas de Azotobacter vinelandii
presenta un gran potencial para ser implementado a nivel comercial. Sin embargo, debido a
los bajos rendimicntos hasta ahora obtenidos, este proceso no ha logrado constituirse en una
alternativa ecconémicamente viable con respecto al matgrial extraido de las algas mannas. Con
el propésito de evaluar la sintesis de alginato y de esta manera poder optimizar el proceso
fermentativo, se han estudiado diversas variables del proceso, tanto en cultivo en lote como en
cultivo continuo, las cuales inciden en la biosintesis del polimero (Pindar y Bucke, 1975,

Jarman et al., 1978; Horan et al., 1983; Brivonese y Sutherland, 1989).

Sin duda, una de las vanables de fermentacién mas importantes, lo es el oxigeno disuelto del
caldo de cultivo, el cual afecta, tanto la sintesis de alginato como la acumulacidon de
polihidroxibutirato (PHB), polimero intracelular de reserva. Bajo condiciones de limitacion de
oxigeno, A. vinelandii acumula preferentemente PHB, mientras que a altas tensiones de
oxigeno disuelto, el microorganismo utiliza la fuente de carbono principalmente para la
produccion de biomasa. La conversidn eficiente de la fuente de carbono a alginato se obtiene

solo si se controla de manera precisa el oxigeno disuelto del medio (Deavin, et al., 1977).

Por otra parte, se ha reportado que las condiciones de aireactén del cultivo influyen sobre la
composicién del alginato producido por Azotobacter vinelandii (Annison y Couperwhite,

1986). De acuerdo a estos autores, €l grado de acetilacién del polimero se incrementa a altos



niveles de aireacién, mientras que la composicién de residuos urénicos de la molécula es
independiente de la velocidad de aireacién. En el caso del alginato producido por cepas de
Pseudomonas aeruginosa, Leilao y Sa-Correia (1993) han encontrado que altos niveles de
oxigeno disuelto det caldo de fermentacién favorecen la produccién de un polimero con un
alto peso molecular. Para otros polimeros, como el caso de xantana producida por
Xanthomonas campestris, se ha encontrado que la proporcién de componentes de allo peso
molecular se incrementa al aumentar los niveles de oxigeno disuelto en el rango de 10 a 40%

de saturacion (Flores et al., 1994)

No obstante que los estudios previos han revelado la importancia del oxigeno durante la
produccién de alginato, actualmente no existe en la literatura un estudio sistematico en
relacion al efecto de las condiciones de aireacién sobre la distribucién de pesos moleculares
del alginato asociados a sus caracteristicas reoldgicas. Por tal razén, la primera parte del
presentc estudio se abocd a la evaluacién de diferentes condiciones de aireacidn sobre la
produccién del alginato y su distribucién de pesos moleculares. También se estudiaron las
caracteristicas viscosificantes de las resuspensiones del polimero. El primer acercamiento al
fenomeno se llevd a cabo en condiciones extremas de aireacidn, utilizando para esto matraces
agitados con configuraciones que permitieron establecer situaciones de alta y baja ventilacion
del medio. Cabe sefialar 1a importancia de los estudios en matraces agitados, ya que dichos
sistemas son ampliamente utilizados para la seleccién de cepas microbianas, asi como en la
realizacion de estudios sobre la morfologia y fisiologia microbiana (van Suijdam, ef al .,

1978)

Posteniormente, se realizaron estudios a nivel de fermentador en condiciones controladas de
oxigeno disuelto, los cuales nos permitieron analizar el efecto independiente de.la tension de
oxigeno disuelto, manteniendo constantes las condiciones hidrodinamicas del sistema, sobre
la produccién y composicidn del alginato en términos de su peso molecular y ¢l grado de

acetilacion.



Al igual que el oxigeno, la agitacién del caldo de cultivo es de particular importancia durante
la produccién de alginato. En un cultivo mal agitado, se presentan gradientes de concentracion
de substratos y productos en el seno de la suspensién, lo cual va a repercutir en las cficiencias
de produccién (Lawford y Rousseau, 1991). Por otra parte, altas velocidades de agitacién en
el fermentador -tendientes a mejorar €l mezclado y la transferencia de oxigeno en el medio -
pueden promover la liberacién de enzimas liticas periplasmicas, las cuales modifican la

estructura del polimero ya sintetizado (Horan et a/., 1983).

No obstante la importancia que esta variable puede tener en la biosintesis y composicién del
polimicro, es ecscasa la informacion en la literatura concerniente a la influencia de las
condiciones hidrodindmicas. En la produccién de otros biopolisacaridos, tales como: la
xantana producida por Xanthomonas campestris (Peters et al, 1989); el B-1.3-glucano
(curdlano) sintetizado por Agrobacterium radiobacter, (Lawford y Rousscau, 1991) y el
pululano producido por  Aurcobasidium pullulans (Wecker y Onken, 1991), se ha
demostrado que las condiciones hidrodinamicas imperantes en el bioreactor determinan tanto

la produccion como la calidad del producto.

Debido a lo anterior, en la tercera parte del trabajo, se estudié de manera sistematica la
influencia de la velocidad de agitacion (bajo condiciones de oxigeno constante}, sobre la
produccion de alginatos y sus distribucién de pesos moleculares. Los resultados de dichos
experimentos nos permitieron esclarecer de que forma las condiciones hidrodindmicas
imperantes en el bioreactor determinan las sintesis y composicion del alginato, a través del

analisis mecanistico del fenémeno.



I1 ANTECEDENTES

I1.1 Caracteristicas quimicas y aplicacién de los alginatos bacterianos

La estructura quimica, asi como las propiedades funcionales de los alginatos bacterianos es

muy parecida a aquella de los alginatos de algas. Como se muestra en la

figura 2.1, estos

polisacaridos son copolimeros lineales del B -D-4cido manurdnico y su epimero (el a-L-acido

gulurénico) unidos invariablemente mediante enlaces glicosidicos (1-4).

Los residuos de

acidos urdnicos pueden formar regiones homopoliméricas de una unidad u otra, llamados

bloques M o G y regiones heteropoliméricas en donde los residuos se encuentran alternados,

llamados bloques MG (Larsen y Haug, 1971, Jarman et al., 1978).

Coo”

oo OH
o \_OH ﬁ o oH
O‘\\\zéc::AN\OH °
OH coo H coo’
Bloques G G G G
cO0- coo-
0 )
0 HO %
o] H fo)
OH - OH
M M
Bloques M
OH CcCO-
\ 0
coo- o H
o
H o
0
o OH
coo
Bloques M-G G M

OH

OH

Figura 2.1. Estructura quimica y organizacion del alginato.



Como se observa en la tabla 2.1, la composicién quimica de los alginatos varia dependiendo
de la fuente de produccién. El polimero producido por Azotobacter vinelandii presenta un alto
grado de acetilacién, con los grupos acetilo asociados invariablemente en C, y C; de los
residuos D-manurosilos (Skjak-Braek et al., 1989). Por otra parte, los polimeros de otras
especies bacterianas, tal como el de Pseudomonas, contienen una alta proporcion de acidos
manurénicos en su estructura y no presentan bloques prolongados de acido gulurdnico (Singh

et al., 1987).

Tabla 2.1. Composicién quimica del alginato de diversas fuentes

Fuente de Relacién Grado de Bloques de
produccion Manurénico/ acetilacién guluronato Referencia
Gulurénico (%)

Laminaria

hiperborea 0.38-0.45 0 0.58 Gacesa
(1988)

Macrocystis 1.40-1.85 0 0.22 Grasdalen

pyrifera (1983)

Azotobacter 0.6-1,22 21-50 0.41 Gacesa

vinelandii (1988)

Pseudomonas  1.20-2.80 37-57 0 Sutherland

aeruginosa (1990)

La presencia de grupos acetilo en el alginato bacterial afecta la selectividad de enlace del
alginato con iones divalentes como el Ca* y el Sr¥* (Geddie y Sutherland, 1994). La
capacidad de enlace de cationes de calcio, asi como su selectividad por este i6n, se reducen
significativamente en la molécula acetilada. Por otra parte, los alginatos con un alto contenido
de residuos guluronosilos presentan una alta afinidad por el calcio (Morris, 1990; Annison y

Couperwhite, 1984). En estos polimeros se¢ presenta un mecanismo de cooperatividad para

quelar iones calcio entre los residuos contiguos o bloques de 4cido gulurénico provocando .
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una marcada histéresis. Este fenémeno es debido a la férmacién de anillos que conlienen
iones, enlazando diferentes cadenas poliméricas muy estables a la disociacién, dando lugar a

la conformacién del gel (Mornis, 1987).

Los alginatos cxtraidos de algas marinas, presentan una relacion M/G entre 0.45 y 1.85,
mientras que en el polimero bacterial, la relacidn puede llegar a ser cercana a 3 {tabla 1). Los
polimeros con un alto porcentaje de acidos gulurénicos (relacién M/G baja), tienen una mayor
capacidad de enlace intercatenario que los productos ricos en manurdnico. Los primeros,
producen geles fuertes pero quebradizos (Haug y Larsen, 1971). En contraparte, los productos
con una alta refacién M/G , como el caso de la mayoria de los alginatos bacteriales, forman
geles elasticos de baja fuerza, los cuales incrementan su fuerza al incrementar la longitud de
bloques poligulurénicos. En los alginatos en donde predomina la alternancia de residuos
manurdnico y gulurénico, se disminuye el nimero de entrecruzamientos de la molécula y,
como consecuencia, Ja fuerza del gel; ademas, cuando se incrementa la longitud de Ia cadena,

el polimero puede llegar a ser menos elastico (Gacesa, 1988).

Los alginatos bacterianos generalmente producen soluciones altamente viscosas. Desde el
punto de vista reolégico, las soluciones de alginato se comportan como fluidos no
Newtonianos de tipo pscudoplastico; esto es, aquellos en donde la viscosidad aparente
disminuye al incrementar la velocidad de deformacidn. La viscosidad del alginato es producto
de la relacion que guarda el volumen hidrodinamico del polimero con el peso moiecular del
mismo y se verd influenciada por la concentracién de alginato, la fuerza idnica y en menor
grado por la relacién de 4cidos urdnicos y la distribucién de éstos en la cadena (Mitchel,
1991). No obstante, existen reportes que indican que los alginatos ricos en bloques de 4cidos
manurénicos y bloques alternos de residuos manurosil y gulurosil tienden a formar soluciones
viscosas, mientras que los alginatos ricos en bloques de acido gulurdnico promueven la
formacién de geles (Annison y Couperwhite, 1986). Por otra parte, al igual que otros
polimeros, la viscosidad de las soluciones de alginato disminuye cuando se incrementa la

temperatura y en temperaturas excesivas se presenta una despolimerizacion de la molécula.
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En cuanto al pH, la viscosidad del alginato se incrementa notablemente en rangos de pH de

3.0 a 4.5, micntras que a pHs muy altos tiende a formar geles (Sandford y Baird, 1983).

Los alginatos se han utilizado para una amplia gama de aplicaciones (tabla 2.2) donde
muchas de sus caracteristicas funcionales se han explotado. Estos polisacaridos pueden ser
utilizados como agentes espesantes, como estabilizantes de espumas y emulsiones, asi como
para la resuspension de sdlidos (Sengha er al., 1989). Recientemente, este polimero se han
utilizado como soporte para la inmovilizacién de células vivas debido a su capacidad para la
formacién de geles con cationes (Skjak-Brack y Martinsen, 1990). Para este tipo de
aplicaciones, las caracteristicas de difusién, porosidad y homogeneidad, también como la
estabilidad quimica y mecénica, son propiedades importantes de la matriz del gel. Dichas
propicdades dependen fuertemente de la composicion quimica y del peso molecular de los
alginatos (Martinsen et al, 1991). Por otra parte, cuando el alginato es usado para la
elaboracién de microcipsulas, la distribucidén de pesos moleculares es de suma importancia

para ¢l control de la porosidad y de la distribucién del tamafio del poro de la membrana

capsular.
Tabla 2.2 Principales aplicaciones de los alginatos*
Area de aplicacién Funcién Ejemplos especificos
Estabilizante Estabilizacion de espumas
Industria de bebidas y Viscosificante Suspensidn de frutas
alimentos Espesante de salsas y
aderezos
Agente gelificante Reconstitucién de alimentos
Industria Estabilizante Emulsiones para cosméticos
farmacéutica
Agente gelificante Impresiones dentales
Fibras y peliculas Bandas hemostaticas
Cubiertas para tabletas
Otros usos Viscosificante Tintas para impresion
Inmovilizacién de células y
enzimas
*(Gacesa, 1988)
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11.2 Biologia de Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii es un bacteria de tipo Gram-negativo, la cual se desarrolla en
ambicntes aerdbicos y es capaz de fijar el nitrégeno atmosférico mediante tres diferentes
sistemas de nitrogenasas. Esta caracteristica hace tnica a esta bacteria entre las especies que
realizan esta funcién, por lo cual se ha estudiado con especial interés a nivel molecular
(Kennedy y Toukdarian, 1987). Generalmente, las células de 4. vinelandii presentan formas
bacilares y un tamafio de aproximadamente 2 x 5 um, con un volumen diez veces supenor al
de otros bacilos, tal como Escherichia coli (Sadoff, 1975). Bajo el microscopio electrénico,
las células vegetativas son alargadas y con un conspicuo nucleosomna; ademés, se observa una
membrana interna definida, entre el periplasma y la membrana externa, cn la cual se forman

invaginaciones o vejigas que funcionan como nicleos de nitrogenasas (Page y Saddof, 1976).

Dependiendo de la fuente de carbono y su concentracion, asi como de las condiciones fisicas
de cultivo, A. vinelandii sintetiza dos polimeros de importancia, el polihidroxibutirato (PHB),
un poliester intracelular de reserva y el alginato, el cual es utilizado por la bacteria durante el
proceso de enquistamiento. Se ha postulado que el alginato le sirve a la bactena como una
barrera protectora contra la toxicidad de metales pesados (Jarman, ef al., 1978), asi como una
barrera para la difusién de oxigeno y como un sistema de intercambio i6nico con una
selectividad especifica para los cationes divalentes como el calcio (Post ef al., 1982; Larsen y
Haugh, 1971) o para proporcionar a la célula una cubierta hidrofilica, cargada negativamente,

la cual le ofrece proteccion contra el ataque de bacteriéfagos.

El ciclo de vida de A. vinelandii incluye una fase vegetativa y un estado de vida latente en
forma de microquiste (figura 2.2). Las células vegetativas de esta especie presentan
movimientos a través de flagelos peritricos y las células en proceso de divisién adoptan una
forma de tipo “cacahuate”. En ausencia total de fuente de carbono y bajo induccién con f-
hidroxibutirato se generan los quistes de Azotobacter, los cuales son de forma esférica y

refrictriles cuando se observan al microscopio. Inicialmente, el cuerpo basal presenta una
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forma eliptica con una acumulacién de granulos de PHB, desarrollandose en su superficie un
gran numero de protuberancias de forma globular de diferentes tamafios. Conforme transcurre
el tiempo, dichas estructuras se transforman en una eubierta interna {intina), constituida en su
mayoria de 4cido polimanurénico. Posteriormente, los granulos de PHB disminuyen en
niamero y se observa la formacién de una segunda cubierta extracelular, constituida

preferentemente de 4cido gulurdnico, llamada exina (Page y Sadoff, 1976; Lin et al., 1978).

Produccién de alginato

Crecimiento vegetativo Ultima divisién celular

Emergencia W

——

Hinchamiento y divisién
Germinacién

Figura 2.2 Ciclo de vida de Azotobacter vinelandii,

En presencia de una fuente de carbono adecuada y bajo condiciones de fijacién de nitrogeno,
el quiste sigue un proceso de germinacién, en donde el cuerpo central incrementa su tamafio,
sufriendo una elongacion. Conforme la germinacion prosigue, se observan estructuras de tipo

fibrilar y vesicular en la regidn de la intina, asociadas a una disminucién marcada del

14



contenido de PHB. Posteriormente, hay una desintegracién de la exina y se presenta una
regeneracion de los flagelos celulares. Después de unas horas, se observa el proceso de
divisién celular, resultando dos células de forma oval, las cuales reiniciaran el desarrollo de

una célula vegetativa (Lin et al, 1978).
I1.3.-Biosintesis de alginato

La biosintesis de alginato en Azotabacter vinelandii ha sido investigada por diversos autores
(Pindar y Bucke, 1975; Jarman, 1979, Fyfe y Govan, 1983; Anderson e al.,1987). Los
primeros estudios realizados por Pindar y Bucke (1975), sugirieron que la biosintesis de
alginato bacterial seguia una via metabolica similar a la observada en algas feofitas. Estudios
mas recientes, revelan que el alginato es sintetizado principalmente de los productos de
degradacion de la glucosa a través del gliceraldchido 3-fosfato, producido por la via de
Entner-Doudoroff, mientras que la mayoria del polimero sintetizado a partir de fructosa es

ensamblado como unidades intactas de glucosa (Anderson ef al., 1987) (figura 2.3).

Partiendo de la sacarosa como fuente de carbono, una invertasa (EC 3.2.1.26) genera D-
glucosa y D-fructosa. A partir de estas, se forma la frutosa-6-fosfato, la cual inicialmente es
isomerizada a manosa-6-fosfato, mediante la fosfomanosa isomerasa (PMI; EC 5.3.1.8) y
transformada a manosa-1-fosfato, mediante la fosfomandmutasa (PMM; EC 5..4.2.8). En la
siguicnte etapa, la manosa I-fosfato es activada a GDP-manosa con la enzima GDP-manosa-
pirofosforilasa (GMP; EC 2.7.7.13). La enzima GDP-manosa-deshidrogenasa (GMD; EC
1.1.1.132) dependiente de NAD+, se encarga de llevar a cabo una doble oxidacién, formando
2NADH+H+, mientras que el sustrato GDP-manurénico es polimerizado a nivel de la
membrana plasmética, formando la cadena de &cido polimanurénico(poli-M) (Pace y
Righelato, 1980). Los residuos de 4cido manurénico son ensamblados y acetilados sobre un
acarreador isoprencide (bactoprenol) y finalmente es polimerizado y excretado de la célula

bacterial como polimanurato acetilado.
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PHB-sintetasa Poli-M-a-G
Polihidroxibutirato
Alginato

Figura 2.3. Biosintesis de alginato y PHB por Azotobacter vinelandii.

Posteriormente, algunos residuos de 4cido manurdnico no acetilado son modificados por una

epimerasa C-5 extracelular a 4cido gulurénico (Sutherland, 1990). Se han identificado 3
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enzimas clave como las mas importantes en la sintesis del alginato; estas son: fosfomanosa-
isomerasa, GDP-manosa-pirofosforilasa y GDP-deshidrogenasa. Estudios realizados por
Horan et al. (1981, 1983), revelan que la velocidad de biosintesis de alginato en un cultivo en
lote de Azotobacter vinelandii esta controlada por la induccién y represidn de las enzimas

mencionadas, por un mecanismo hasta la fecha no dilucidado.

Otra enzima de especial importancia en la sintesis de alginato es la C-5 epimerasa, la cual
requiere de iones calcio para su actividad. (Larsen y Haug, 1971; Annison y Couperwhite,
1984). El papel de los iones calcio durante la epimerizacién del alginato es doble; en
concentraciones de calcio entre 0.068 a 0.34 mM y bajas concentraciones de alginato, el
patrén de reaccién de la epimerasa de A.vinelandii favorece la incorporacién de residuos L-
gulurdsilos vecinales, promoviendo asi la formacién de bloques largos de dcido gulurénico.
Por otra parte, si la concentracién de calcio es mayor a 0.68 mM el dcido gulur6nico que se
produce forma asociaciones ordenadas a través del calcio, las cuales impiden una mayor
epimerizacion de los residuos manurdsilos. Lo anterior trae como consecuencia la formacion
de un alto contenido de secuencias alternadas (Annison y Couperwhite, 1986). La actividad
de la epimerasa también se afecta por la presencia de grupos o-acetilos en la cadena de acido
poli-D-manurdnico. Aparentemente, estos sustituyentes ejercen un efecto protector sobre los

residuos manurésilos contra la actividad epimerasa (Sutherland, 1990).

Como se observa en la figura 2.3, en Azotobacter vinelandii, el sustrato puede ser utilizado
para la sintesis de alginato, la acumulacién de polihidroxibutirato (PHB) o para la produccion
de biomasa y CO, Es importante sefialar que, tanto la acumulacién de PHB como la
secrecion de alginato estan asociados con el proceso de enquistamiento del microorganismo y
la sintesis de uno u otro metabolito va a depender principalmente de la tensién de oxigeno
disuelto en el medio (Horan et al., 1983; Brivonese y Sutherland, 1989; Anderson y Dawes,
1997).
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[1.4.- Factores que influyen en la sintesis de alginato

Los factores que afectan la sintesis de alginato por A. vinelandii han sido estudiados por
diversos autores, tanto en cultivo en lote como en cultivo continuo. En la tabla 2.3 se prescnta
una revisién de las condiciones evaluadas en diversos gstudios. En ¢sta se observa que los
valores de pH que se han utilizado para la produccién del polisacarido se encuentran entre 6.5

y 7.8, en intervalos de temperatura de 24 a 35°C.

El alginato es sintetizado por A. vinelandii a partir de diversas fuentes de carbono, incluyendo
glucosa, fructosa, lactosa, maltosa, sacarosa, manitol, glicerol y sorbitol. De estos aziicares, se
ha encontrado que la fructosa y el sorbitol promueven el crecimiento celular, pero son poco
efectivos para la produccion de alginato (Horan ef al., 1983). Mientras que con la glucosa, cl
manitol y la maltosa se observa el efecto inverso. Cuando se usa sacarosa como fuente de
carbono, lanto la concentraciéon de biomasa como el rendimiento de alginato se favorecen
(Okabe ef al,1981; Horan et al, 1981). Por otra parte, la concentracién inicial de
carbohidratos influye sobre la produccidn de acido alginico. Okabe et al. (1981), reportaron la
inhibicién de la sintesis de alginato asociado a un aumento de la biomasa del microorganismo
a partir de una concentracion de sacarosa incial de 20 g/L. Un fendmeno similar fue
observado por Tinoco {1993), ya que al incrementar la concentracion inicial de sacarosa de 15

a 25 g/L, se manifesté un descenso importante en el rendimiento de alginato.

En relacién al efecto del fosfato, sobre la produccidn de alginato, existen contradicciones en la
literatura. Por una parte, en estudios realizados por Deavin ef al. (1977) , se reporta que
cuando el microorganismo es crecido bajo condiciones de limitacidén de fosfato, la sintesis de
alginato estd asociada al crecimiento y termina cuando las células alcanzan la fase
estacionaria. Un fenémeno distinto fue observado por Horan et a/ (1981), usando una cepa
mutante de A. vinelandii, quienes encuentran que la produccién de alginato sufre un marcado

incremento al inicio de la fase estacionaria en un cultivo hmitado de fosfato (0.24 mM).
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Tabla 2.3. Produccibén de alginato por Azotobacter vinelandii

Cepa Conc. Conc. pH Tempcratura Tiempo Sistema de Rendimiento en Referencias
Inicial de Alginato (*C) de cultivo base a sacarosa
5acarosa (g/L) cultivo(h)
(&/L)

ATTC 12837 15 0.74 7.0 3 120 0.049 Cohen, 1963

CDAO- 534 20 0.95 7.2 25 96-120 Cultivo en lote 0.0475 Gorin y Spencer,
(5 litros) 1966

Cepa E 20 24 30 100 0.120 Larsen y Haug,

1971

NCIB 9068 40 3.0 73 30 70 Cultivo 0.0175 Jarman er al., 1978
continuo {1
litro)

Mutante SM52B 20 5.0 72 30 90 Cultivo en lote 0.250 Horan et al., 1981
en matraces

N-1I-1-2 20 1.5 7.2 30 120 Cultivo en lote 0.075 Okabe, er al 1981
en matraces

Mutante C-14 20 6.22 6.5 34 110 Cultivo en lote 03n Chen et al., 1985
¢n matraces

CepaE 20 1.38 7.0 30 Cultivo 0069 Annison y
continuo (1 Couperwhite, 1986
litro}

Cultivo "AX" 40 6-75 7.8 30 150 Cultivo en lote 0.375 Brivonese y
€N matraces Sutherland, 1989

ATCC 9046 29 72 Cultivo en lote 0.190 Tinoco, 1993

(WTC13) €n rmatraces

20 54 7.2 29 60 Cultivo en lote 0.270 Tinoco, 1993

{fermentador)




Por su parte, Annison y Couperwhite (1986) encontraron que la produccién de alginato en
cultivo continuo fue mayor usando 2.0 mM de fosfato, con respecto a cuando se usa un
cultivo con limitacién de fosfato (0.24 mM). Ademds, en altas concentraciones de fosfato (2.0
mM), el contenido de 4&cido gulurénico en la molécula es inferior a cuando se utilizan
condiciones de limitacién. Por su parte, Tinoco (1993) encontré una mayor produccidén de
alginato en un cultivo de A.vinelandii en concentraciones de fosfato entre 2.5 a 5.0 mM,
mientras que en concentraciones por arriba de 5.0 mM, se presenté una fuerte inhibicién en la

sintesis del polimero.

Azotobacter vinelandii sintetiza alginato en condiciones de fijacion de nitrégeno. No obstante
diversos autores han demostrado que la adicién de algunas fuentes de nitrégeno al medio de
cultivo favorece la produccidn de este polimero. Un ejemplo de lo anterior, es la
comunicacién de Larsen y Haug (1971), quienes encontraron que la adicién de acetato de

anmonio al medio beneficia la sintesis de alginato.

Brivonese y Sutherland (1989), observaron que las fuentes organicas de nitrégeno (como la
peptona y harina de soya) favorecen la produccion de alginato; mientras que las fuentes
inorganicas de nitrégeno (como el nitrato), ejercen un efecto negativo sobre la sintesis de
alginato. Tinoco (1993) reporté que el acetato de amonio y el extracto de levadura favorecen
la produccién de alginato en un cultivo en lote de 4 vinelandii, mientras que la adicion de

cloruro o sulfato de amonio inhiben fuertemente la produccion de biomasa y de polisacéarido.

En las fermentaciones de alginato, es de particular importancia el mantener un control de la
concentracién de oxigeno disuelto en el medio, con el fin de incrementar la productividad del
proceso e influir sobre la composicién quimica del alginato. Lo anterior representa cierta
dificultad ya que, durante la sintesis de alginato, se presentan diversos cambios reolégicos del
caldo de cultivo, principalmente en la viscosidad, los cuales inciden en la transferencia de

oxigeno y de otros metabolitos (Jarman, 1979).

Bajo condiciones donde el suministro de oxigeno es limitado, las células de A. vinelandii

acumulan en su interior polihidroxibutirato, el cual puede llegar a representar el 70 % del peso
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celular (Stephenson ef al., 1978). En condiciones de alta oxigenacion, este microorganismo
incrementa su tasa de respiracidn especifica y puede asi transformar una gran proporcién de la
fuente de carbono a bidxido de carbono en un proceso energéticamente ineficiente (Jarman,

1979).

En un estudio realizado por Horan ez af (1983), usando una cepa mutante de Azotobacter
vinelandii encontraron que la cantidad de alginato producido fue dependiente de la
concentracion de oxigeno disuelto en el medio. Observaron que, manteniendo una saturacidn
de oxigeno del 1 al 5%, se alcanza la mas alta velocidad de sintesis del polimero.
Paralelamente, las actividades de las enzimas clave (fosfomanosa- 1somerasa, GDP-manosa-

pirofosforilasa y GDP-manosa-deshidrogenasa) se incrementaron de manera significativa.

Por su parte Chen er al. (1985), observaron que la concentracién de alginato y la viscosidad
del caldo de cultivo fue mayor al aumentar la velocidad de agitacion de 110 a 170 rpm. Por
arriba de esta velocidad de agitacidn, la produccion de alginato -y sobre todo la viscosidad-
descienden drasticamente. Annison y Couperwhite (1986) encontraron que la cantidad de
exopolisacarido producido por el microorganismo fue de 0.11 g/L usando flujos de aire de
100 mL/min, aumentando a 0.44 g/L en flyjos de 300 mL/min y cayendo a 0.28 g/L en
velocidades de aireacién de 800 mL/min. Los mismos autores observaron que la proporcion
de residuos manurésilos y gulurdsilos en la molécula de alginato no se afectaron con la
aireacion, mientras que el nivel de grupos acetatos en el polimero se vié influenciado por la
velocidad de aireacion, encontrandose un alto grado de acetilacién en muestras aisladas de los

cultivos mantenidos a altas tasas de aireacién.

Brivonese y Sutherland (1989), reportan que, bajo condiciones de limitacién de oxigeno, el
microorganismo sintetiza preferentemente polihidroxibutirato (PHB), mientras que en
condiciones de exceso de oxigeno, la produccion de alginato se incrementa. Tinoco (1993),
reporta una maxima produccién de alginato al mantener el oxigeno disuelto en un intervalo
del 10 al 15% de saturacidn. No obstante, las propiedades reoldgicas del polimero se
modifican, ya que la viscosidad del caldo disminuye en un 50% con respecto a la que sc\

obtiene a bajas tasas de aireacion.
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Finalmente, debe subrayarse que no obstante la importancié del mezclado durante el proceso,
es escasa la informacidén acerca de la influencia de dicha variable sobre la produccion y
composicién del alginato. Estudios realizados sobre la produccién de otros polisacéridos,
revelan que las condiciones hidrodindmicas imperantes en el biorreactor influyen de manera
significativa sobre la concentracién final de producto y sobre las caracteristicas fisicoquimicas
del mismo. Por ejemplo, en el caso de la produccidn del polisacarido microbiano pululano
(con Aureobasidium pullulans), se ha encontrado que los mayores rendimientos en la sintesis
del polimero se obtienen cuando se opera €l reactor a bajas velocidades de deformacion, en
combinacién con bajas concentraciones de oxigeno disuelto en el medio (Gibbs y Seviour,

1996).

Por el contrario, en el caso del B,1,3-glucano (curdlano), Lawford y Rousseau (1991)
observaron un incremento en la sintesis del polisacrido bajo condiciones de alto esfuerzo de
corte; sin embargo, la capacidad viscosificante del polimero, disminuye bajo las mismas
condiciones. Recientemente, estudios realizados sobre la produccién de gelano revelan la
influencia de las condiciones hidrodindmicas, sobre el comportamiento reolégico del caldo de
cultivo, las cuales estin asociadas a diferencias en las propiedades fisicoquimicas del
polimero (Dreveton, ef al., 1994). En el caso del alginato, el tnico estudio en donde se plantea
la relacidn entre las condiciones hidrodinidmicas del fermentador y la sintesis del producto es
el de Horan et al (1983), quienes observaron que un cultivo continuo de 4. vinelandii hay una
disminucién en el contenido del polimero, debido al estrés causado a las células por la

agitacion en un cultivo prolongado.
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II1 OBJETIVOS

GENERAL

Estudiar el efecto de la tensidn de oxigeno disuelto y la velocidad de agitacién sobre la

biosintesis y composicidn del alginato en un cultivo en lote de Azotobacter vinelandii.
PARTICULARES
1) Evaluar el efecto de condiciones extremas de aireacidn/agitacidn en matraces agitados

sobre la produccién de alginato y polihidroxibutirato (PHB) y sobre la distribucidn de pesos

moleculares y el grado de acetilacion del polimero.
2) Analizar la influencia independiente de la tensién de oxigeno disuelto y la velocidad de
agitacién sobre la cinética de crecimiento la produccién de alginato y PHB en un cultivo en

lole de Azotobacter vinelandii.

3) Determinar el peso molecular y el grado de acetilacién de los diferentes alginatos obtenidos

por fermentacién en condiciones controladas de oxigeno disuelto y agitacién.
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CAPITULO 2
I PRESENTACION DEL ARTICULO

Los resultados obtenidos en la primera etapa del estudio se incluyen en el articulo;“Changes
in alginate molecular mass distributions, broth viscosity and morphology of Azorobacter
vinelandii cultured in shake flasks”, publicado en la revista Applied Microbiology and
Biotechnology, Vol. 48:510-515, 1997. En este trabajo, se reporta la influencia de dos
condiciones extremas de aireacién/agitacién sobre la produccién y evolucién del peso
molecular del alginato y sus propiedades reolégicas. Asi también, se analizan las variaciones
morfoldgicas de 4. vinelandii durante ¢l cultivo. Los resultados de dicho trabajo, evidenciaron
que, condiciones de baja aireacién/agitaciéon promueven la sintesis de alginato ¢ influyen
positivamente en el peso molecular final del producto. Como consecuencia, €l producto
sintetizado bajo estas condiciones, presenté una mayor capacidad viscosificante- en relacion

al producto comercial aislado de Macrocystis pyrifera-.

Por otra parte, se reporta en este articulo, como la morfologia de Azotobacter vinelandii
cambia en respuesta a las diferentes condiciones de aireacidén/agitacién del cultivo y como
éstos cambios estdn estrechamente relacionados con la acumulacién de polihidroxibutirato
(PHB). Finalmente, los resultados generados en este articulo, revelaron la necesidad de llevar
a cabo estudios posteriores, a nivel de fermentador, en condiciones estrictamente controladas
de oxigeno disuelto y velocidad de agitacién y de esta manera poder analizar el efecto

independiente de cada una de estas variables, sobre la produccién y composicion del alginato.
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distributions, broth viscosity
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Abstract The effect of different acration conditions
during the culture of A-otebacter vinelundii on the pro-
duction and molecular mass of alginate was evatuated in
chake flasks. In baffled flasks. the bacteria grew faster
and produced less alginate {1.3 g hthan i conventional
{unbafiied) fiasks (4.5 ¢ The viscosity of the culture
broth was also inftuenced by the 1ype of flask. Higher
final viscosities were attained in unbafiied flasks {320 cP
(320 mPu sy} as compared to baffled fiasks (30 cP). This
Jatter phenomenon wis closely related 1o the changes in
the molecular mass distribution. In either cases. the
mean molecular mass increased with culture age: how-
ever. at the end of the fermeniation. the mean molecular
mass of the alginate obtained in unbaffled flasks was
fivefold higher than that obtained in baffled flasks. As
the culture proceeded. the cells of Azotobacter grown in
unbaffled flasks increased in diameter. whereas those
cultured in bafiled flasks decreased in size.

Introduction

Alginates are linear copolymers of B-p-mannuronic acid
and its C-3 epimer. z-L-guluronic acid. arranged in ir-
regular blocks along the linear chain. The rheological
and gel-forming properties of alginate depend on the
molecular mass distribution and on the relative content
of the two monomers (Geddie and Sutherland 1994).
The main industrial applications of alginates are as
thickeners. stubilizers. gelling agents and emulsifiers in
the food. textile. and pharmaceutical industries. Algi-
nates have also been employed widely for immobilizing
living cells and enzymes (Sutherland 19901, Cammercial
alginates are currently entracted from marine algae such
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as Laminaria and Macrocystis. Alginate can also be
obtained from the culture of bactenial sources. namely
A-otobacter vinelandii and various species of Psewdo-
monas. Nevertheless. only A vinelandii produces an al-
ginate with conuiguous sequences of L-guluromc acid
residues. similar to the algal alginate (Skjak-Braek et al.
1986).

Alginate production by A. vinelandii has been studied
both in batch and continuous culiure (Horan et al. 1983
Chen et al. 1983 Annison and Couperwhite 1986
Brivonese and Sutherland 1989}, Under low dissolved
oXYgen concentrations. the organism accumulates the
intracellular storage polymer pol_\'-(B-hydrox_\'bm}'rale)
whereas. at high dissolved Oz A. vinelanddii uses the
carbon source mainiy for biomass production. Efficient
conversion of sucrose to alginate is achieved only if the
oxyvgen is accurately controlied (Annison and Couper-
white 1986).

The aeration conditions also affect the composition
of alginate produced by . vinelandii (Annison and
Couperwhite 1986). These authors reporied that the
level of acetate groups on the polymer increased at
higher aeration rates, whereas the uronate composition
of alginate isolated from the cultures was independent of
aeration rate. Leitao and Sa-Correia (1993) reported
that the dissolved Oz concentration affected the molec-
ular mass of the alginate produced by Pseudomonas
aeruginosa. This group found that high dissolved O:
(70% of saturation) led to a polymer with high molec-
vlar mass. For other polymers. such as xanthan. it has
been reported that the proportion of high-molecular-
mass polvmers increased as the dissolved O- level in-
creased (Flores et al. 1994).

Although previous studies have revealed the impor-
tance of oxveen during the production of alginate. no
systematic study has been reported documenting how
the molecular mass distribution of the polymer. together
with their rheological characteristics. change as 4 func-
Gon of aeration conditions. 1t is imporiant 10 determin?
the effect of aeration conditions in shake flasks ns
these devices (in which dissolved O- is generally not




controiled) are widely used for sereening proposes as
well Tor testing fermentation media and conducting
audics on microbial physiology.

The «im of this study was 10 evaluate the effect of
DiTerent aeration condiions in ¢hake Masks (by using
comventional and bafiled tasks) on alginate production
and its molecular Mass distrbutions as well as on the
Viscosily of resuspensions of the polymer produced by
wild-type AL vinelendit 1o addiion. morphalogical vari-

Ations in AL vinclandii were followed during the culture.

Materials and methods

AfCroorganim

The bactenial strgin used m thes work was Azerobacier vinelandii
ATTC-2036, Thiswses maintuined by monihly subculture on Burk’s
agar slopes and stored at 4 °C.

Culiure medium and growth condiions

4 vnclamdit was grown i a modified Burk’s medium of the fol-
Jowing compaesition an g 1 sucrase 20 veast extract (Dufeo) i
K.HPO, 0 66. KH:PO, 016 AJOPS 142, CaSO, 0.05, NaCl 0.2,
AeSO, - TH:O 02 Na:MeO. S2H-0 00029, FeSO: - TH:O
0027, The pH was adjusied to <2 wnh a concentrated NaOH
<alution. Te avend precipitanion Juring autoclaving, the solutions
of FeSO, - “H:0 and Na:MoO, ©IH-O were sepurated from the
other medium components dunmy stenhization (121 °C. 33 mm.
Fermentations were carried out during 52 h of incubauon in 300-
ml unbaffled (comentional conical) and baffled (comcal with three
Jateral indentations Aasks (Serrane-Carredn et al. 1995} contaning
00 mt of liquid medium @1 200 rpm and 29 °C in an incubator
chaker tNew Brunswick Sci. Series 23% Two flasks were removed
every 12 h for analyuical measurements, The results given are the
means of two independent runs.

Anahtical determinations
Biomass gronih aud morphology

Cell number and the ceilular size distribution were monitored
during the fermentation using a Coulier counter (Coulter Mulu-
sizer 113. Samples of the culiure broth were diluted 1:1000 (v v) with
an isotanic solution and then measured using a tube of 30 um
aperture. Cell diameler and volume were determined on the basis of
the equation provided by the manufacturer (Acc.Comp. Multisizer
11 software) assuming a spherical shape for the particles. Prepara-
sions of A. vinelandii were stained with Gram’s chemicals and the
morphology was observed by optical microscopy (Nikon 1ype 104)
s1 100x magnification,

Alginare

Alginate conceniralion was determined as follows. A 10-m] sampile
of culture broth was mixed with 1 ml Na,EDTA (0.1 M) and | ml
NaCl (1.0 M) and then centrifuged at 12 000 rpm (Beckman J2-
HS) during 20 min. The supernant was added 1o 30 ml propan-2-¢l
and the misiure was shaken vigoroush . After 10 min. the resultant
precipitate was filiered 1hrough a Whatman flier-paper (Qualita-
live no. 1) and dried at 30 °C for 24 h. Algal alginate {from
Macrasvsiis pyrifera) used in this work was obtained from Sigma.

Viscosity megsurement

The viscosity of the culure broth was measured in a cone plaie
viscosimeter (Wells-Brookfield LVT. series §2195) All the deter-

mnations were carried out it room temperature 23 *Crand 6 rpm
using cone CP-32 winch, accerding to the instrument manufag-
tarer. corresponds 1o a shear rate of 12 s~

Polvif-hvdrovibynraic

The method was adapied from the extraction procecure reported
by Hahn et al. (1993 and o speetrophatometne assay descnbed
elsenhere tLaw and Skepechy 19610 A 2 famy sample of vacuum-
dried cells was reated with a mintore of 1 ml chloroferm and | ml
ditoted Iy pochlorite salution (30" v After trestment a1 30 °C
for 1 h. the Jdispersion was centnfuged m an amalyticel cennfuge
(Becton Dickimsen, Dynac 11 at 3000 rpm for 10 mim. The upper
phase (hypochlonie solution) was decanied and the chloroform
gower phase) was separated from the ceBular debris by fltration on
Whatman flter-paper (Qualitative no.1). The chioroferm contain-
ing polvB-hydronibunyrate) granules was transferred 10 borling
tubes and held at 70 °C wtul 1he chloraform had fully evaporated,
then 10 ml concentrated H:$0, was sdded. The tubes were capped
with glass marbles and held in a boiling water bath for 10 min 10
hydrolsze the polyif-hydronybutyrale) 10 crotome acid. Finally.
the solution was cooled and the absorbance was measured 3
234 pm in a spectrophotometer (Beckman DL, model £50) against
2 sulfuric acidé blank. The amount of pobs(f-hsdrovybutyrate) was
calculated enirapelating the absorbance vilues using a standard
curve.

Characterization of the alginate
Aolecular muass disiribution

The alginate molecular mass disinbunon was estrmated by gel-
permeation chromatography with a serial set of Uhrahadrogel
columns (UG 300 and 2000, Walers). using a con enuonzl HPLC
system with a differentiad refraciometer detector (Waters. 410% The
cluant was 0.1 M NaNO; at 40 °C at a flow rate of 0.3 ml min. The
detector signal was processed with PC-compatible sofiware (Max-
ima GPC. Walers). The columns were calibrated by a standard
calibration method using pultulans of Awrechasidium pullulens as
standards of molecular mass. Alginales sumples were filiered
through a 0.22-um Millipore membrane 10 remore microgels and
cellular debris. A volume of 30 pl was injected into the HPLC si1a a
sample loop.

Acery! determination

The acety] content of the various alginates. expressed as acetale
content. was determined as described elsewhere (Mc Comb and Mc
Cready 1937). using B-p-glucose pentaaceiaie {Sigma) as standard.
Resulls are the average of at least three independent determina-
110ns.

Results
Bacterial growth and alginate production

Figure 1a shows the growth kinetics of 4. vinelandii in
unbafiled and baffled fasks. In both cases. no lag phase
could be observed clearlv. A higher maximum cell con-
centration was achieved in the baffled flasks. Under
these conditions. the specific growth rate was 0.13 h~!
with a maximum biomass of 16 x 10% cell ml. compared
10 0.09 h~! and 8 x 10% cell, m} observed in 1he unbaffled
flasks. In unbaffled flasks. the pH dropped from 7.2 to
3.3 probably because of the alginic acid excretion and

ks o



i
T

N
Q

o
.

Number of cells/mi x10°8
©
1 1

50

(S
o o

| SR W DU Y
—

g
o o ©

3

Algmate (g}

g3
o o

(=]
(=]
o M—l—t 1 11

A T T Y ]
Qo 0
0 o

-
(=]
o

Viscosity at 12 s (cP)

o

12 24 36 48 60 72
Time {h)
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other metabolites produced. In the case of baffled flasks.
the pH initiaily dropped from 7.2 to 6.7 during the first
24 h of culture: later. the pH was constant at about 6.5
throughout the fermentation (Fig. 1b).

Figure 1¢ shows the evolution of alginate during the
course of the culture in the two tvpes of flasks. A max-
imum alginate concentration of 4.5 g1 was obtained in
the conventional flasks after 72 h of culture. whereas
only 1.4 g1 alginate was produced in baffled flasks at the
same time. In the unbaffied fiasks. the aiginate produc-
tion was partially growth-associated and an important
fraction of the total alginate synthesis took place in the
stationary growth phase. In bafiled flasks. A. vinelandii
vielded the highest amount of polvsaccharide at the end
of the stationary phase.

The viscosity of the culture broth was also influenced
by the aeration conditions: the highest viscosity of
the culture broth was obtained in conventional flasks
[320 cP (520 mPa s)). afier 72 h of fermentation. whereas
with baffled flasks. the viscosity was only 7.6 cP (Fig. 1d).
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Characterization of the polvimer

The characteristics of the polysaccharides obtained un-
der the two sets of culture conditions varied consider-
ably. The alginate produced in conventional flasks
formed a large mass, which could be easily recovered
from the top of the isopropanol water misture. In con-
trast, the product obtained from the bafled flasks
vielded a precipitate containing thin fibers. The visually
different properties seen during product recovery cere
tainty reflected differences in the physical properties of
the alginates. As the molecutur mass distribution and
composition of the alginuie are critical parameters thai
affect the rheological behavior. these properties were
characterized in polymers obtained from the two fer-
mentation systems.

The effect of alginate concentration on the viscosity
of bacterial and algal alginate {from M. pyrifera) solu-
tions is shown in Fig. 2. Clearly. the polymers svathe-
sized in the cultures performed in the different Basks
were rheologically different. For example. for a 6 2l
solution. the viscosity {measured at 12 57!y of the algi-
nate produced in unbaflied flasks was 360 cP. whereas
the polymer obtained from bafiled flasks showed a 1is-
cosity of 30 ¢P. On the other hand. the viscosity of the
alginate produced in conventional flasks was fivelold
higher than the viscosity exhibited by the algal alginate
at the same polvmer concentration.

The molecular mass distributions of the alginaies
obtained at various stages of the culture conducted i
the two different flasks. as well as the data for the algi-
nate from M. pyrifera. are shown in Fig. 3. The molec-
ular mass distribution of alginates obtained under the
o sets of asration conditions were very different. In
both types of flask. the mean molar mass increased
during culture. The mean molar mass of alginate pro-
duced during the growth phase in baffied flasks was
0.17 x 10% g mol and this increased 1o 0.4 X 10% ¢ mol at

600
1 ® Baffled fiasks
500 = ® Unbaffled flasks :
— ] Algal
& A Algal
£ 400
) i
o
— 300
]
__; 4
w .
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S ]
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i 2 3 4 5 6 7

Alginate (g1)

Fig. 2 Viscosity as a function of copcentration of bacterial and algs
alginates. Bacteral alginate solutions were prepared with the polvma
obtained after 72 h of colivanon (7 ¢F 1 mPa s
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the end of the fermentation. In the case of alginate iso-
lated from culiures conducted in unbafled flasks. the
mean molar mass at the beginning of the exponential
growth phase was 0.4 x 10° ¢ mol and this increased
rapidly 1o high values (1.4 X 106-1.98 x 10°g ‘mol) dur-
ing the stationary phase.

When the polymers were analyzed at the end of the
fermentation (isolated afier 72 h of cultivation), mainly
products of high molar mass were obtained from the
cultures carried out in conventional flasks. The mean
molar mass was 1.98 x 10° g.mol, with a polidispersity
index (PI) of 1.50. The mean molar mass of the seaweed
polymer was 1.1 x 10®g'mol with a PI of 2. On the other
hand. alginate isolated from cultures carried out in
baffled flasks showed a high proportion of low-molar-
mass fractions (3 = 0.4 x 106 g'mol and PI = 2.70).

\Morphology of A. vinelandii
As shown in Fig. 4a. significant differences in cell di-

mensions and cell morphology were observed. depend-
ing upon the flask used. In unbaffled flasks. the mean

28

22

g 1 3 $
3504 * {/
5 .
g 18 l //
& T
S L
3 1.61' ./R —
5 [ .\-!““‘——n—__.
s 1'4"1 \;
12 Il et ! 1 : 4
e P
% 60 :
$ 28 - T ¢ .
8 . I 1 -
g 1 1
2 24 4
@
T
& 12 4 . .
0 12 . 24 36 48 60 72
Time {h)

Fio. 4 Mean cell diameter of 4. vinckmdii (a)y and polyiP-hadrovy-
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cellular diameter of A. vinelandii increased during the
culture from 1.7 pm {at 12 h) to 2.1 pm (at 60 h). This
increase was closely related to the accumulation of in-
tracellular poly (B-hydroxybutyric acid). which in this
case comprised up to 30% (w w) of the cell dry weight
(Fig. 4b). In contrast. in baffled flasks. the cell size
increased during the first 12 h. Later. the diameter of the
bacteria decreased from 2.1 pm to 1.3 pm at the end of
the fermentation. In this case. the reduction in the cell
dimensions could be partially explained by the drop
in the pol)'(B-h_\'drox}‘bm)'rale) content. Observations
under the microscope indicated that most of the cells
grown in conventional flasks were quite spherical
whereas, in bafiled flasks. practically all cells were oval-
shaped. In addition, the cells grown in conventional
flasks presented a thick slime layer. which very likely is
related to the alginate content.

Discussion

The results ilJustrated in Fig. la show that the culture
grew faster in baffled flasks (specific growth rate.
p=0.15h""} than in unbaffied flasks (p =0.09h7").
This was a clear indication that bacierial growth in
conventional flasks was oxvegen-limited. as baffled flasks
allow better oxvgenation compared with unbaffled ones
(van Suijdam et al. 1978 Galindo et al. 1993). In
contrast. a higher alginate concentration was obtained
under low aeration conditions (conventional flasks.
Fig. I¢). This phenomenon might be related to the



A M

UL ) S e L - R ARy T
sty PNAALL AR - T T

514

sensitivily 1o onveen of the key enzymes of ulginate
biosy nthests in AL vinchandii, Horan ot al, (1983} hane
found that the actintics of phosphomuannose omerase
and GDP.mannose pyrophosphorylise increased  be-
ween dissohved O- concentrinions of 1% and 3% sat-
aration and then decreased at higher O3 levels. Qur
results are mn agreement with those reported by Chen el
al. (1985), who mdicated that the alginate concentration
was highest at 170 rpm (for a range of 110-200 rpm)ina
culture of A. vinelandii conducted in shake flasks. A
further increase in shaking speed (i.e. higher aeration)
was unfinorable for alginate production. On the other
hand. in the work reporied by Clementi et al. (1993). it
was observed that the rate of alginate synthesis rapidiy
declines 10 zero as a result of a drastic drop i pH n a
culture of A. vincfandi. However. in this siudy. the
alginate formation rite (see Fig. Ley was not alfected by
the drop in the pH experienced in the stationars phase,

As shown in Fig. 1d. the viscosity of the culture broth
was higher when the aeration conditions were lower.
This suegests an imporiant ctlect of oxygen on the
molecular characteristics (i.e. molecular mass) of the
product. 1t is known that the viscosity of alginate solu-
tions is strongly influenced by the molecukur mass dis-
tribution {Martinsen et al. 1991) and. 1o a lesser exient.
by the content and distribution of the 1w 0 MONOMETS 1N
the aleinate molecule (Martinsen et al. 1991). However.
no presious dasa have been published on the viscosity of
the culiure broths under different culture conditions.

The results in Fig. 2 show that. depending upon the
culiure conditions. the bacterinl alginate can exhibit
properties that could make it similar or better than the
aleal polysaccharide. This suggests that environmental
conditions could be conirolled in order 10 produce an
alginate with rheological properties maiching (or even
improving on) those of alginates used nowadays in the
hvdrocolloid market (from marine algae). Our experi-
ments showed that lower aeration conditions {conven-
tional Rasks) promoted the synihesis of a polymer of
better rheological quality in terms of its viscosity. As it
will be shown below. this is closely relaied to the mo-
lecular mass distribution of the different products.

Figures 3a.b show that the mean molecular mass of
the alginate increased with the age of the cubture. The
increase of the mean molecular mass of the alginate
might be partly the result of the polvmerization of the
molecule during culture by the action of polymerases.
Furthermore. it is known that the alginate molecules
under some conditions may form calcium-mediated as-
sociations. which increase with the age of the culture
{Annisen and Couperwhite 1986}. Therefore. the
moleculir association between alginate chains through
interactions of polygulurenate residues medinted by di-
valent cations (Cal- and Mg™ ) could lead to an m-
crease in the hvdrodynamic volume and thus in the
moleculiar miss of the alginate. This is the first time that
the influence of different aeration conditions on the
molecular mass distribution and on the mean molecudar
mass of alginate has heen reported.
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U has been reported (Annbon and Coupery hite
1956) that the degree of acety Lation of alginite produced
by A, vinelandi s influenced by the acration rade.
However, we found that the degree ol acetylution of
alginates isoluted from the cultures was independent of
(he acration conditions. In both sets of reaction condi-
tons (batfled or unbatlled Masks). the content of aceinvd
residuies wis about 1% (g aceis] 100 ¢ algmate). w hich
could be related to a high proportion of guluronate
residues in the molecule, because the acetsl groups are
associated exclusisely with the mannuronate residue
{Skjuk-Braek et al. 1986).

On the other hand. the higher molecular mass
obtained in low acration conditions suggests that the
polymerization activity of A. vinelandii can be highh
sensitive 10 onidative inactivation. In conirast to this. for
P. acruginosa, Leitao and Sa-Correia (1993) reported
that the molecular mass of the palymer synthesized by
this bacterium increused at higher levels of acranon,
suggesting that the regulation of biosyathesis 15 vern
different in Azorohacter and Pacudomornius,

As the mean motecular mass of the alginaie ICTeases
during culture. it appeiars unlikely that the alginase of
A, vinetandii plass an tmportant role in polvimer syn-
thesis in shake flasks. On the other hand. it has been
reported that the activity of the lvise enzymie was siy-
nificantly lower in shake flasks than in fermentor cul-
tares of A. vinelundii and P mendocing (Horan et al.
1983; Sengha et al. 1989). Our results contrast with those
reported by Conti et al. (1994) for the alginate produced
by Psendomaonas fluorescens. Thev found that the mo-
lecular mass of alginate decreased with the age of the
culiure. suggesting thai. in older cultures, either 2
polvmer of lower molecular mass is produced. or more
probably. that the polymer was degraded. There is
possibility that the deeradation of the polymer by algi-
nate lvases could occur in older cultures: however. Conti
et al. (1994) showed that. when the alginate produced by
this strain was used. it proved to be poor substrate for
the lvases isolated.

Although it has been reported that A. vinelandii in-
creases its cellular volume by increasing the number and
size of the polv(B-hydroxyvbutyrate) granules (Lin et al.
{1978) and that 4. vinelandii formed intracytoplasmauc
membrane intrusions and increased its cell volume as 4
response 1o increased aeration of the medium (Post et al.
19823, no previous study involving an analysis of pop-
ulations of A. vinelondii has been carried out to in-
vestigate the influence of different aeration conditions an
the morphology of Arorebacier and its relation with
alginate production and poly(B-hydroxybutyrate} bio-
synthesis. Our data indicated that the morphology ol
4. vinclandii changes in response 1o the different dis-
solved oavgen profiles expected in the cultures. The cells
grown in unbatfled flasks were larger thun those grows
in batiled Aasks and they were quite spherical and pre-
<ented a thick slime Jayer. In order 10 obtain a prelimi-
nary determination of the propontion of the external
kner in relation to the total cell volume. the cetls were
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ashed wice with physiological solution
ain in the Coulter counter. The resulbts

ilder neration conditions (conven-
tiona) fasks). the matriy around the cells can repiresent
up 10 40°% of the total cell volume (as measured by the
Coulter counter) during the stationary phase of growth.
In the cells grown under conditions ol better acration
(hatfled flasks). the external Jayer can constitute less than
~0%% of the tatal cell volume. It is important 1o point out
accharide matrix around the
well as hinder substrate

thoroughly w
and analyzed ag
wiggest that, under m

that the presence of 3 pohs
celts could lmit their mobility as
and product exchange with the environment. This situ-
ation might cause Jacal oxygen limitation and thus lead
the bacterium 10 accumulate larger amounts of alymate
and intracellular poly (B-hydronybuty rate).
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CAPITULO 3

Produccién y composicién del alginato sintetizado por Azotobacter vinelandii bajo

condiciones controladas de oxigeno disuelto y velocidad de agitacién

I.1-Influencia de la tensién de oxigeno disuelto (a velocidad de agitacién constante)

Una de las preguntas centrales planteadas en el presente trabajo fue: ;de que manera el
oxigeno disuclto afecta la sintesis y composicién de la alginato, independientemente de la
influencia que pudieran tener otras variables como la velocidad de agitacion?. Para esto, se
llevaron a cabo cultivos en fermentador en donde se controlé la tensién de oxigeno disuelto
(TOD) de los cultivos (en el rango de 0.5 a 5%) vanando la presidon parcial de oxigeno y
nitrégeno en los gases de entrada (ver apéndice metodoldgico), a una velocidad de agitacion
constante de 300 rpm. Los detalles sobre la técnicas utilizadas en esta parte del estudio son

descritas en detalle en el apéndice metodoldgico.

En la figura 3a se muestra como, a través del sistema de adquisicion y control de datos de la
fermentacidn, fue posible mantener niveles de oxigeno disuelto a lo largo del cultivo muy
cercanos a los “set points” establecidos, los cuales fueron de 0.5, 1, 3, y 5% de TOD, sin

necesidad de manipular otras variables como la velocidad de agitacion o el flujo de gases.

Los resultados del estudio confirman la importancia del oxigeno disuelto durante el
crecimiento de A. vinelandii. En la figura 3.2a se aprecia como, un aumento en la TOD (en el
rango de 0.5 a 5.%) provoca un incremento en la velocidad de crecimiento del
microorganismo, alcanzandose una velocidad especifica de crecimiento () de 0.20 h' con
una concentraciéon méaxima de biomasa de 4.6 g/L en los cultivos desarrollados al 5% de
oxigeno disuelto (tabla 3.1). Con base en las velocidades de crecimiento observadas, se
calculd, a través del modelo de Monod, una velocidad maxima de crecimiento (ytmax) de 0.25
h' y un valor de K (definida como la concentracién de oxigeno disuelto en la cual la
velocidad de crecimiento es la mitad de la velocidad méaxima) de 1.22 % (0.08 mg/L de
oxigeno). Por otra parte, se estimd una concentracién critica para oxigeno de 4% (0.26 mg/L).

Este ultimo valor, difiere del reportado por Finn (1954), el cual es de 1.6 mg/L. Las
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Este altimo valor, difiere del reportado por Finn (1954), el cual es de 1.6 mg/L. Las
diferencias entre este valor y el valor reportado en el presente estudio pudieran deberse a que
dichos autores usaron como base de la determinacién la velocidad de respiracién de la
bacteria y no la velocidad de crecimiento. Este factor puede ser particularmente importante en
A. vinelandii, ya que la respiracién en esta bacteria es usada para la remocién de oxigeno con
el propésito de proteger su sistema de nitrogenasa, ademas de ser utilizado como aceptor de

electrones en el crecimiento celular.
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Figura 3.1. Perfiles tipicos de oxigeno durante el cultivo de Azotobacter vinelandii a
diferentes ‘“set points” de oxigeno disuelto a una velocidad de agitacion
constante de 300 rpm (a) y a diferentes velocidades de agitacicn a TOD

constante del 3%.
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Fig 3.2, Influencia de la tension de oxigeno disuelto sobre el crecimiento celular (a), la

produccion de alginato (b) y el consumo de sacarosa (c), durante el cultivo de A.
vinelandii a 0.5% (@), 1.0 % (M), 3% (A) y 5% (V) de TOD. Las lineas en los

paneles a, by c representan el ajuste del modelo logistico (a} y de Luedeking-Piret

(byc)

En la figura 3.2b se muestra la evolucidn de la concentracién de alginato durante el desarrollo
del cultivo. Al igual que el crecimiento, la velocidad especifica de sintesis del polimero
(VESP) se incrementa en funcién de la TOD del medio, alcanzéndose una VESP de 0.028 g

algin/g biom h con una concentracién méaxima de 4.6 g/L al 5% de TOD. En la condicién
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extrema (0.5 % de TOD) sélo se produjeron 1.3 g/L de alginato con una VESP de 0.015 g
algin/g biom h (tabla 3.1). La produccidn alginato para la diversas condiciones de oxigeno
disuelto fue caracterizada mediante el modelo modificado de Luedeking-Piret (Serrano-

Carreodn er al., 1995).

Como se muestra en la tabla 3.1, la produccion de alginato a 0.5, 1 y 3% de TOD fue
completamente asociada al crecimiento, con valores de a (constante asociada al crecimiento)
entre 0.62 y 0.92 8 ygin/8 viom- ¥ Valores de P (constante no-asociada al crecimiento) cercanos a
cero. A diferencia, al 5% de TOD, una fraccién importante de alginato (20 %) se sintetizé

durante la fase estacionaria de crecimiento, con una valor de B de 0.055 g 414,4/8 piom D-

Tabla 3.1, Parametros cinéticos dc los cultivos de Azortobacter vinelandii desarrollados
a difercntes tensiones de oxigeno disuelto a una velocidad de agitacién constante de

300 rpm.

TOD 1 Alginato VESP  VECS o B Alginato
(%) : producido durante
(h ) (g/L) (g/g h) (gjg h) (g ahin/g (g alnin/g la fase de
biom) biomh) crecimiento (% de!
total)
0.5 0.07 1.30 0.015 0.06 0.62 0 100
1.0 0.11 2.50 0.023 0.08 0.93 0 100
3.0 0.14 3.80 0.026 0.12 0.63 0 100
5.0 0.20 4.60 0.028 0.11 0.58 0.06 80
Matraz  0.09 4.00 0.020 0.071 0.17 0.02 50
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Comparando cstos valores con aquellos previamente obténidos en matraces agitados (tabla
3.1), es evidente que el perfil de produccién de alginato por Azotobacter vinelandit va a estar
fuertemente influenciado por las condiciones de oxigenacidn del medio. Se observa que en
cultivos con oxigeno controlado, el alginato es preferentemente sintetizado durante el
crecimiento, mientras que en cultivos sin control de oxigeno (matraces agitados), una bucna

parte de la sintesis del polimero tiene lugar en la fase de no-crecimiento de la bactena.

Los resultados obtenidos en el presente estudio coinciden con los reportados por Horan et af
(1983). Estos autores reportan que la velocidad de sintesis de alginato es dependiente de la
concentracién de oxigeno del cultivo, incrementando entre 1 y 5% de TOD y disminuyendo
en valores de oxigeno por arriba de] 5%. Sin embargo, este es el primer reporte cn la literatura
en donde se cstudia la influencia de la TOD sobre la produccién de alginato en un cultivo en
lote de A. vinelanddii, mantcniendo constante la velocidad de agitacién. Otro parametro
seguido durante el cultivo fue el consumo de sacarosa. Como se observa en la figura 3.2c y la
tabla 3.1, la velocidad de consumo de sacarosa (VECS) se incrementa conforme se aumenta
la TOD del medio, con una velocidad maxima de consumo de azicar de 0.12 g sac/g biom h
al 3 y 5 % de oxigeno disuelto. Es importante enfatizar que alin en tiempos prolongados, la
sacarosa no se consume completamente, lo cual sugiere la existencia de un factor limitante en
el medio de cultivo. Como se mostrard mas adelante, dicho factor pudiera ser el propio

oxigeno disuelto.

En la figura 3.3 se presentan los resultados sobre el efecto de la TOD sobre la viscosidad del
cultivo. La mas alta viscosidad del cultivo (420 cps ) se obtuvo al 5 % de TOD, mientras que
a 0.5 % de TOD, la viscosidad del caldo fue de solo 8 cps. Comparada a la misma
concentracién de alginato (.e 4 g/l), la viscosidad de los caldos de cultivo a 5 % de TOD
fue de 340 cps y de sélo 16 cps al 3 % de TOD. Los datos anteriores sugieren que las
caracteristicas moleculares del alginato sintetizado bajo tales condiciones fueron muy
diferentes. Como se mostrard mds adelante, las diferencias encontradas estan estrechamente

relacionadas con el peso molecular de los alginatos.
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Es importante setalar que, en los cultivos realizados al 5 % de TOD, la viscosidad del caldo
de cultivo cae de 450 a 50 cps después de las 60 h de fermentacidn. Debido a que diversas
especies bacterianas tales como A. vinelandii y Pseudomonas producen enzimas degradantes
de alginato (Sengha et al., 1989), es probable que la disminucidn de la viscosidad del caldo,
pudiera ser parcialmente el resultado de la degradacién del alginato por la accion de alginasas
liberadas al final del cultivo. Por otra parte, los datos sugieren que, a bajas tensiones de
oxigeno disuelto (0.5, 1 y 3 %), la actividad de las alginasas (si estuvieran presentes) no juega

un papel importante en la degradacién del polimero, al menos durante las primeras 72 h de

cultivo.
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Figura 3.3. Evolucion de la viscosidad de los caldos durante la produccion de alginato
mediante el cultivo de Azotobacter vinelandii a diferentes tensiones de oxigeno

disuelto.
1.2.- Influencia de la velocidad de agitacién a tensiéon de oxigeno disuelto constante.
Por otra parte, se llevaron a cabo cultivos a diferentes velocidades de agitacion (300, 500 y
700 rpm) manteniendo constante la tensidén de oxigeno disuelto del medio en 3 %. Como se

observa en la figura 3.1b la TOD para las diferentes velocidades de agitacién evaluadas se

controld satisfactonamente. De esta forma fue posible discriminar entre Ia influencia del
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oxigeno en ¢l seno del liquido y la velocidad de agitacién, Sobre la produccién de alginato. En
la figura 3.4(a y b) se presenta la influencia de la velocidad dc agitacién sobre la cinética de

crecimiento de A. vinelandii y la produccién de alginato
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Fig 3.4. Influencia de la velocidad de agitacion sobre el crecimiento celular (a), la
produccion de alginato (b} y el consumo de sacarosa (c), durante el cultivo de A.
vinelandii a 300 (@), 500 (M) y 700 rpm (A). Las lineas en los paneles a, b y ¢
representan el ajuste del modelo logistico (a) y de Luedeking-Piret (b y c).
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. No obstante que la tension de oxigeno disuelto se mantuvo constante en el seno de liquido
durante la mayor parte del cultivo, la velocidad especifica de crecimiento (p) y la velocidad
especifica de sintesis de alginato (VESA) se incrementaron conforme la velocidad de
agitacidén fue mds alta (tabla 3.2). En los cultivos desarrollados a 700 rpm, la velocidad de
cremiento fue de 0.23 h™! con una velocidad de sintesis de alginato de 0.060 g algin/g biom h,
mientras que a 300 rpm la p fue de 0.14 h' y la VESA de 0.026 g algin/g biom h (tabla 3.2).

Bajo las velocidades de agitacién de S00 y 700 rpm, la sacarosa fue utilizada completamente
por ia bacteria con una velocidad de consumo de 0.20 y 0.25 g sac/g biom h a 500 y 700 rpm
respectivamente. Por otra parte, en los cultivos agitados a 300 rpm sélo el 85% de la fuente de
carbono fue consumida con una VECS de 0.18 g sac/g biom h (tabla 3.2). Al igual que lo
observado a 300 rpm, la sintesis de alginato estd completamente asociada al crecimiento tanto

a 500 como a 700 rpm,

Tabla 3.2, Pardametros cinéticos de los cultives de Azotobacter vinelandii desarrollados
a diferentes velocidades de agitacion a una tensién de oxigeno disuelto constante del
3%

Vel. n Alginato VESA  VECS a P(g Alginato
_ 3 aein®  Producido durante
Agitac.  (h") (gL) (g/gh) (#8D) (Baui® iomn) la fase de
(rpm) biom) crecimiento (% del
total)
300 0.14 3.80 0.026 0.18 0.63 0 100
500 0.20 4.30 0.048 0.20 1.22 0 100
700 0.23 5.00 0.060 0.25 1.33 0 100

En la figura 3.5 se presenta la evolucién de la viscosidad del caldo de los cultivos
desarrollados a 300, 500 y 700 rpm. Como se observa, la viscosidad del caldo de cultivo al
final de la fermentacién fue mayor a 300 y 500 rpm (30 y 80 cps respectivamente), en
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relacion a la medida a 700 rpm (~1 cp). Como se muestra mas adelante, estos valores son

consistentes con el andlisis de peso molecular de los alginatos aislados.

Aparentemente, ademds del oxigeno disuelto, las condiciones hidrodindmicas del reactor
estan influenciande de manera importante en la sintesis del polimero. No obstante, en este
punto del trabajo no se tenian suficientes elementos para dilucidar el mecanismo de como

las condiciones imperantes en el reactor incidian sobre la sintesis de alginato.
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Figura 3.5. Evolucion de la viscosidad de los caldos durante la produccion de alginato

mediante el cultivo de Azotobacter vinelandii_a diferentes velocidades de agitacion

Las primeras evidencias para explicar el fendmeno, surgieron de los estudios morfoldgicos
de las células aisladas de los diferentes cultivos, mediante microscopia éptica. En los
cultivos realizados a baja velocidad de agitacién (300 rpm), la mayoria de las células fueron
de tipo esférico y con un tamaiio de 2.3 a 2.7 pm. Ademas, alrededor de las células se
presentd la formacion de una matriz profusa de polisacarido, la cual provoca la formacion de
floculos o agregados celulares (fotografias de la figura 3.6). Esta situacién pudiera estar
limitando la movilidad de las células y los intercambios de nutrientes y gases con el medio;

por lo tanto, a sintesis del polimero pudiera verse afectada por esta situacién, probablemente
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por cfecto de limitacién de oxigeno. Por el contrario, a 700 rpm, pricticamente todas las
células fueron mas pequeiias (con tamafios de 1.0 a 1.2 um) durante ef cultivo (fotografias de

la figura 3.6), ademas de que no se presentd la formacién de agregados.

Por tal razén, la mayor produccidn de alginato a altas velocidades de deformacion (a niveles
de oxigeno disuelto constante ), pudiera deberse a que la velocidad de deformacion, causada
por la rotacién del impulsor, evita la forracién de microagregados y por lo tanto, se genera
un ambiente mas homogeneo, lo que trac como consecuencia una transferencia de masa

mas cficiente.

Figura. 3.6. Fotomicrografias de células de Azotobacter vinelandii cultivadas a 300 rpm

(a) y 700 rpm (b). La barra indica 3 ym.

En la figura 3.7 se presenta la evolucién del didmetro promedio de los microagregados
celulares durante el cultivo de A. vinelandii a 300 rpm y 3% de TOD. Como se observa en
la figura 3.7, el didmetro de los microagregados determinados por andlisis en el contador
Coulter y por microscopia 6ptica, se incrementa conforme el tiempo y vande 7 ymalas 24 h
a 45 pm a las 48 h de cultivo. Como previamente se menciond, la formacién de dichas
estructuras pudiera estar incidiendo negativamente en la biosintesis de alginato.
Evidentemente, lo deseable en términos de una mayor velocidad de sintesis de alginato, es
operar a velocidades de agitacion por armba de 500 rpm para eliminar al maximo las

limitaciones de transferencia de nutrientes y gases. Sin embargo, se requeriria un mayor
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gasto dc energia para producir Ja misma cantidad de producto por unidad de tiempo que a

300 rpm.
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Figura 3.7. Evolucion del diametro promedio de los microagregados celulares durante el

cultivo de A. vinelandii a 300 rpm y 3% de TOD.

Estudios realizados por otros autores (Chen ef al 1985 y Sutherland, 1990) ha evidenciado,
aunque solo en términos generales, que la velocidad de agitacion puede jugar un papel
importante durante la produccién de alginato. Sin embargo, esta es la primera ocasién que
se reporta un estudio sistematico sobre la influencia de dicha variable en la biosintesis del
alginato producido por A. vinelandii. En relacion a la produccién de otros polisacaridos
microbianos, tales como el curdlano (B-1-3- glucano) producido por Alcaligenes faecalis y
Agrobacterium radiobacter, Lawford y Rousseau (1991) reportan un fendmeno parecido al
encontrado en el presente trabajo. Estos autores observan que, el curdlano ofrece resistencia
a la transferencia de oxigeno desde el seno del cultivo a las células debido a que éste forma
una capa de polimero insoluble alrededor de las células, por lo tanto, se require de una alta
concentracion de oxigeno disuelto o una alta velocidad de agitacion para lograr el maximo

de productividad.
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Por otra parte, en el caso de la xantana producida por Xanthomonas campestris, Peters et al
(1989) reportan que aiin a bajas velocidades de agitacion, no se efecta Ia productividad y la
calidad del polimero siempre y cuando se garantice un adecuado suminstro del oxigeno que
permita el desarrollo de la bacteria en condiciones de no-limitacién. Es importante sefialar
que, dichos autores, no observaron ninguna influencia de las condictones hidrodinamicas
sobre la produccion de xantana, y a diferencia de lo observado durante la produccion de
alginato y curdlano, los autores no observan la formacién de matriz poliménca alrededor de
las células de Xanthomonas. Contrariamente a lo reportado para curdlano y xantana, Gibbs
y Seviour (1996) afirman que la produccidn de pululano con Aurobasidium pullulans se
reduce de manera significativa a altas velocidades de agitacién. Estos autores explican que
dicha reduccién en la sintesis de pululano se debié principamente a los altos niveles de
oxigeno disuelto imperantes en el reactor, més que a un posible efecto la condicién

hidrodinamica.

Con el propésito de explicar ¢l fendmeno observado en los cultivos desarrollados a bajas

velocidades de agitacidn se propuso la siguiente hipétesis:

En condiciones de baja velocidad de agitacidn, se presenta la formacidn de una cubierta de
alginato extracelular y de microagregados celulares, lo cual provoca gradientes de oxigeno
disuelto hacia el interior de los mismos; lo que repercute sobre el crecimiento, la velocidad de

consumo de oxigeno de la bacteria y la velocidad de sintesis de alginato.

Con el fin de evaluar las posibilidades tedricas de dicha hipétesis, se llevé a cabo en una
primera aproximacion, un analisis mecanistico del fenémeno, el cual se detalla en el
apéndice metodoldgico. Es importante seilalar que, para este anilisis, se tomaron en cuenta

las siguientes suposiciones:

a) La velocidad de consumo de oxigeno de la bacteria, como funcién de la tension de
oxigeno disuelto, sigue una cinética de saturacion (ver figura A.6 en el apéndice).
b) Con base en datos de la literatura (Post et al.,1982; Horan, et al., 1983;), existe una

correlacion entre la velocidad de sintesis de alginato y la velocidad de consumo especifico
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de oxigeno cn el rango de TOD evaluada en el presente estudio. Dicho comportamiento
coincide con lo reportado para otros sistemas en los que la agitacién es insuficiente (Reuss
et al, 1982) '

c) Las células estin homogéneamente distribuidas en los microagregados o clementos de
fluido, los cuales se asumen esféricos.

d) El oxigeno es el unico sustrato limitante durante el proceso.

e) La difusividad de oxigeno es constante en los microagregados celulares.

Con base en los datos generados y mostrados en el apéndice de célculo, se observa una
disminucién importante en el factor de efectividad (en términos de la velocidad especifica
de consumo de oxigeno tomados de la literatura) a partir de médulos de Thiele (¢)
superiores a 1.0. Utilizando este valor y el cocficiente de difusion de oxigeno en geles de
alginato reportado por Kurosawa ef al., 1989), se obtuvo un valor de tamailo de particula
de 30 pum, el cual estd dentro del rango de los microagregados celulares medidos
experimentalmente a 300 rpm y 3% de TOD. Esta disminucién en la velocidad de consumo
de la bacteria, probablemente se refleje en una caida en la velocidad de sintesis del

polisacéarido, y como se vera mas adelante en el peso molecular del alginato.

Po otra parte y basado en lo descrito por otros autores (Reuss ef al.,, 1982; See-Shown,
1989) para cultivos viscosos, es posible que en condiciones de baja agitacién se presenten
resistencias a la transferencia de oxigeno a nivel de elementos de fluido, determinados por
la cantidad de energia suministrada al sistema en forma de agitacién. De acuerdo a lo
reportado por See-Shown (1989) para cultivos de X. campestris, la disminucién en la
velocidad de formacién de xantana en caldos viscosos, pudiera estar relacionada a la
existencia de elementos de fluido, cuyos didmetros van de 120 pm en los cultivos a alta
velocidad de agitacién (1000 rpm) a tamafios cercanos a las 2,000 pm en los cultivos
desarrollados a baja velocidad de agitactén (400 rpm). En el caso del cultivo de Azotobacter
vinelandii para la produccién de alginato, es posible que la existencia de dichos elementos
provocaria una disminucion extrema de la velocidad de respiracion y por consecuencia de la

velocidad de sintesis de alginato.
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El decremento en la sintesis de alginato observada a velocidades de agitaciéon menores a
700 rpm pucde ser debido a gradientes en el oxigeno disuclto ocasionados por mezclado
insuficicnte. Esto, aunado a un alto valor de la velocidad de respiracidn del microorganismo
pucde conducir a gradientes considerables en ¢l oxigeno disuelto dentro del reactor. Los
datos y calculos preliminares apuntan hacia el hecho de que, la principal resistencia a la
transferencia de masa se puede estar dando a nivel de los microagregados celulares
(definidos por la agitacidn), al menos 10 veces mds grandes que ¢l tamaiio promedio de las

células individuales.

I1.3.- Caracteristicas quimicas de los diversos alginatos sintetizados bajo condiciones

controladas de oxigeno disuelto y agitacion.

Los difercntes productos obtenidos por fermentacién fueron  caracterizados
fisicoquimicamente en términos del peso molecular y el grado de acetilacion. En la figura 3.8
se observa como el peso molecular promedio (PMP) de los alginatos obtenidos a diferentes
tensiones de oxigeno disuelto (manteniendo constante la velocidad de agitaciéon a 300 mpm),
se incrementd conforme la TOD del medio fue mas alta. Analizando los polimeros aislados a
las 60 h de cultivo, se aprecia que se obtienen principalmente productos de alto peso
molecular en los cultivos desarrollados al 5 % de TOD. En este caso, el producto presenté un
PMP de 680,000 g/g mol con un indice de polidispersién (IP) de 2.77. A diferencia, el
alginato aislado de los cultivos realizados al 1 % de TOD mostré una alta proporcién de

fracciones de bajo peso molecular con un PMP de 266,000 g/ g mol y un IP de 1.9.

Ademas del peso molecular, el grado de acetilacién de los alginatos analizados se increment6
al aumentar la TOD del medio, obteniéndose un maximo en el contenido de acetilos de 4.25
% (g acetilos/100 g alginato) en los productos aislados de los cultivos al 5 %. de TOD (figura
3.8). No obstante que la tendencia es similar a la encontrada por otros autores (Annison y
Couperwhite, 1986), los porcentajes de acetilo reportados por dichos autores son superiores (8

al 15 % de acetilacidn) a los encontrados en nuestro estudio.
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Figura 3.8. Ffecto de lu tension de oxigeno disuelto (TOD) sobre el peso molecular promedio

del alginato producido por Azotobacter vinelandi.

.Las diferencias en los valores de acetilacion, pudieran deberse a diferencias en las técnicas
empleadas en la medicién de dichos radicales, ya que en el trabajo citado se determiné el
contenido de acetilos por medio de resonancia magnética de protones (RMN-H') y €n nuestro
estudio el analisis se llevd a cabo usando el método espectrofotométrico reportado por Mc
Comb y Mc Cready (1957). Por otro lado, estudios recientes realizados por Cardenas (1997),
sobre la composicion fina del alginato sintetizado por A. vinelandii, revelan porcentajes de
acetilacion del 13% para el alginato aislado de matraces bafleados (72 h) y del 30%, para el
polimero proveniente de matraces no-bafleados. En este caso, las muestras se analizaron por

medio de RMN-H' y los valores coinciden con los reportados previamente.

En la figura 3.9 se presenta la evolucién de los pesos moleculares de los alginatos obtenidos
bajo diferentes condiciones de agitacidn. Por un lado, el peso molecular de los alginatos
obtenidos de los cultivos ilevados a cabo a 500 rpm se mantiene constante durante toda la
fermentacion, con valores por arriba de 1,000,000 g/g mol. A diferencia, el peso molecular
promedio del polimero producido a una velocidad de agitacién de 700 rpm, disminuye

drasticamente conforme avanza el cultivo, obteniéndose (2 las 24 h) un producto con un peso
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molccular promedio de 352,000 g /g mol y este disminuye hasta 47,000 g /g mol al final de

la fermentacidn (36 h).
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Figura 3.9. Evolucion de pesos moleculares del alginato aisaldo del cultivo de A._vinelandii
a diferentes velocidades de agitacion y una TOD constante del 3 %: 500 rpm (a);
700 rpm (b).

Los resultados anteriores sugieren una fuerte influencia de la TOD sobre el peso molecular
promedio de los alginatos obtenidos por fermentacion. Bajo condiciones en donde se pudieran
encontrar gradientes de oxigeno, como aquellas posiblemente presentes a 1, 3 y 5 % (300
rpm} y 500 rpm (3 %), el peso molecular del alginato sintetizado por la bacteria se incrementa
conforme la TOD aumenta hasta un miaximo de 1.1 x10° g/ g mol, mientras que a altas
tensiones de oxigeno 3 % (700 rpm), el microorganismo produce un polimero de bajo peso
molecular (figura 3.7). Este comportamiento puede ser explicado por el hecho de que en los
cultivos desarrollados a 300 rpm se presenté la formacién de agregados en cualquiera de las
condiciones de oxigeno evaluadas. Asi, aunque la tensién de oxigeno disuelto en el seno del
liquido se controlé a 1, 3 y 5 % de saturacion (en la primera parte del estudio), la
concentracion de oxigeno que realmente verian las células hacia el interior de los agregados

seria mucho menor.
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Es probable que la disminucién en ¢) peso molecular del alginato que se producc a alta
velocidad de agitacién se pudiera deber a la sensibilidad del polimero al esfuerzo de corte. Sin
embargo, experimentos realizados posteriormente, han demostrado que atin después dc 24 h
de exposicion a 700 mpm, el peso molecular del polimero se mantiene constante. Por otra
parte, cuando se incuba el alginato de alto peso molecular (aislado de matraces
convencionales) durante 12 h con un caldo de fermentacién (separado de los cultivos a 700
rpm a las 36 h), hay una disminucién importante en el peso molecular del alginato (de
287,000 g/mol inicial a 62,200 g/mol). Estos resultados nos llevan a proponer la posible
presencia de actividad de alginasa en ¢l caldo de fermentacién, la cual pudiera ser responsable

de la degradacién del polimero.

En principio, se considero que la liberacién de enzimas con actividad alginasa pudicra ser
resultado de posible daflo mecanico de 1a envoltura celular por la accién de la agitacion. Sin
embargo, dicha hipétesis es poco probable, ya que las paredes celulares de bacterias de tipo
Gram-negativo tales como A. vinelandii exhiben una alta resistencia a la ruptura mecanica por
agitacién (Edebo, 1969). Por lo tanto, es poco probable que las células de A. vinelandii
pudicran verse danadas a altas velocidades de agitacion en cultivos prolongados y de esta
manera liberar enzimas periplamicas. Una posibilidad es que las alginasas pudieran ser
liberadas al medio extracelular en un mecanismo controlado por el nivel de oxigeno del

medio. Sin embargo, esta hipdtesis estaria sujeta a demostrarse.

La caida del peso molecular a alta velocidad de agitacién (y mejores condiciones de
transferencia de oxigeno), coinciden con los resultados obtenidos a nivel de matraz. En este
caso se encontré6 que se obtiene un polimero de bajo peso molecular en los cultivos
desarrollados en matraces bafleados (alta aireacién/agitacidn); mientras que, el alginato
sintetizado en matraces no-bafleados (baja aireacién/agitacion) presentd fracciones de alto

peso molecular.
Los datos del presente estudio sugieren fuertemente que la sintesis y/o expresién de la liasa de

alginato parece estar controlada por los niveles de oxigeno del caldo de cultivo, en un

mecanismo posiblemente similar al observado por Horan et af,, (1983) para las actividades de
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otras enzimas involucradas cn la biosintesis de alginato’(fosfomanosa isomerasa y GDP

manosa pirofosforilasa) por Azotobacter vinelandii.

Micntras que la selectividad para el enlace de cationes y las propicdades de formacién de gel
dependen fuertemente del contenido relativo y la distribucién de los dos mondmeros
(manurénico y gulurénico), la viscosidad de las soluciones y, por consecuencia, su capacidad
espesante,  estd principalmente relacionada con el peso molecular del alginato. Se ha
encontrado que las caracteristicas de difusioén, porosidad y homogencidad, como también la
eslabilidad quimica y mecéanica de geles de alginatos usados en alimentos y otras industnias,
depende de fa composicion quimica y el peso molecular de los productos (Martinsen er al.,
1991; Draget ef al., 1994). Sin embargo, al igual que otras preparaciones de polisacaridos, la
poblacidon de moléculas de alginato puede mostrar una considerable heterogencidad en cuanto
a su composicion y a su peso molecular. Por tal razon, la sintesis de alginatos a través del
control fino de las condiciones de cultivo de Azotobacter vinelandii ofrece la posibilidad de
obtener alginatos de composicién y talla molecular definida, de gran importancia en el

mercado de hidrocoloides usados en alimentos.

1.4 CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio han demostrado como la concentraciéon de oxigeno
disuclto y la velocidad de agitacién juegan un papel importante en la sintesis de alginato y
su composicion. La maxima velocidad de produccion especifica de alginato fue de 0.06 g
algin/g biom h y se obtuvo al 3% de TOD en coneccién con una alta velocidad de agitacién
(700 rpm). En los culltivos desarrollados a 300 rpm, se observé la formacién de una matriz
de exopolisacirido alrededor de las células y la formacién de microagregados celulares. Es
posible que a nivel de dichas agrupaciones celulares o a una escala mucho mayor
(clementos de fluido), se presenten resistencias a la transferencia de oxigeno, las cuales
repercutan en el crecimiento de la bacteria, la sintesis de alginato y la composicién del
mismo. Al igual que la produccién de alginato, ¢l peso molecular promedio y el grado de
acetilacién son afectados por la TOD del medio. A baja velocidad de agitacién (300 rpm),

el peso molecular promedio (PMP) y ¢l grado de acetilacién se incrementa al aumentar la
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TOD del medio de 1 a 5% de saturacién. Mientras que a 700 rpm el PMP del alginato
disminuye sensiblemente. Lo anterior parece estar rclacionado con la sintesis de alginasas
al final de! cultivo. Finalmente, los resultados han demostrado como a través del control
cuidadoso de las condiciones de fermentacion (tales como la TOD y la velocidad de
agitacion) es posible producir alginatos con propiedades fisicas particulares, que puedan ser

utilizados para aplicaciones especificas.
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CAPITULO 4

I.DISCUSION GENERAL

No obstante los diversos estudios reportados en la literatura en relacién a la influencia de las
condiciones de cultivo sobre la produccién de alginato usando cepas de Azorobacter
vinelandii, existe poca informacidn (segin se muestra en los antecedentes) concerniente al
cfecto del oxigeno disuelto sobre la produccién y las caracteristicas fisicoquimicas del
polimero sintetizado por la bacteria. Debido a lo anterior, una de las preguntas centrales
planteadas en el presente estudio fue ;de que forma el oxigeno y la velocidad de agitacién
afectaban la produccién y composicién del alginato sintetizado por A. vinelandii?. Las
primecras respuestas a dicha interrogante se generaron durante el estudio realizado en matraces
agitados (“‘Changes in alginate molecular mass distributions, broth viscosity and morphology
of Azotobacter vinelandii cultured in shake flasks”, Applied Microbiology and Biotechnology
Vol 48:510-515, 1997).

Las primeros resultados obtenidos en matraces agitados, evidenciaron como, en condiciones
de alta aireacién/agitacién, el microorganismo desvia la fuente de carbono preferentemente
para la produccién de biomasa, en detrimento de la sintesis de alginato. En contraste, en
condiciones de baja aireacién/agitacion, la bacteria sintetiza una mayor cantidad de alginato.
Sin embargo, con dicha informacién no era posible discriminar entre la influencia de la
tensidn de oxigeno disuelto (TOD) y las condiciones hidrodinamicas imperantes en el reactor.
Por tal razdn, se planearon estudios a nivel de fermentador, en condiciones estrictamente
controladas de oxigeno disuelto y velocidad de agitacion y de esta manera poder analizar el
efecto independiente de cada una de estas variables sobre la produccion del polimero

(informacién presentada en el tercer capitulo de la tesis).

Los resultados mostraron como, tanto la velocidad de crecimiento del microorganismo como
la velocidad de sintesis de alginato se incrementan al aumentar la TOD del medio en el rango
de 0.5 a 5% de saturacién ( a una velocidad de agitacion constante de 300 rpm). En principio,

esta informacién parece contradictoria con lo observado previamente a nivel de matraz; sin
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cmbargo, es posible que la tensién de oxigeno disuelto imperante en los matraces bafleados
esté por arriba del valor méximo (5%) controlado a nivel de fermentador y por tal razon el
microorganismo desvic la fuente de carbono para el crecimiento celular. Por el contrario, en

los matraces no-bafleados la tensién de oxigeno pudiera variar entre 5 y 0 % de saturacion.

La hipdtesis anterior, se apoya en la informacion existente sobre las condiciones de
transferencia de oxigeno en matraces convencionales y matraces bafleados. Estudios
realizados por van Suidjam (1978) revelan que con €l uso de matraces bafleados se obtienen
cocficientes de transferencia de masa (k, a) mayores con respecto a los obtenidos en matraces
no-bafleados. En este estudio se reporta un kj a de 36 h™' en matraces no-bafleados de 500 mL
con 100 mL de medio sintético agitado a 220 rpm y de 482.4 h”' calculado en matraces
bafleados bajo las mismas condiciones. Por otra parle, si sc comparan estos valores con los
obtenidos en nuestro cstudio (26 h' a 300 mpm y 1.0 VVM) para fermentador con medio
complejo, se observaria como, en términos de la transferencia de oxigeno, las condiciones de
aireacién del fermentador son mas parecidas a las que prevalecen en los matraces no-

bafleados.

En cuanto al efecto de la velocidad de agitacién, los resultados indican que no obstante que la
tensién de oxigeno disuelto se mantuvo constante en el seno de liquido durante la mayor parte
del cultivo, la velecidad especifica de crecimiento () y la velocidad de sintesis del polimero
(VSP) se incrementaron al aumentar la velocidad de agitacion en el rango de 300 a 700 rpm.
Aparentemente, ademas del oxigeno disuelto, las condiciones hidrodinamicas del reactor
influyen de manera importante sobre la sintesis del polimero. Sin embargo, en este punto
del trabajo no se tenian suficientes elementos para dilucidar el mecanismo de como las

condiciones imperantes en el reactor incidian sobre la sintesis de alginato.

Las primeras evidencias para explicar el fenémeno, surgieron de Jos estudios morfolégicos
de las células aisladas de los diferentes cultivos mediante microscopia dptica y con la
ayuda del contador de particulas Coulter. En los cultivos realizados a baja velocidad de
agitacion (300 rpm) y también en matraces no bafleados, las células tienden a formar

microagregados, mientras que las células cultivadas a 700 rpm y en matraces bafleados, no
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formaban cste tipo de estructuras, Con base en esta informacion, se planted la hipdtesis de
que la formacién de agregados pudiera generar gradientes de nutrientes y estar limitando la
movilidad de las células y los intercambios de nutrientes y gases con el medio; por lo tanto, la
sintesis del polimero pudiera verse afectada por esta situacidn, probablemente por efecto de la

limitacidn de nutrientes.

Al mismo tiempo, los resultados de la cinética de fermentacién en matraces no bafleados y
en fermentador (a 300 rpm), mostraron la presencia de azucar residual al final del cultivo;
lo que apoyo la idea de que el factor limitante durante la fermentacién era el oxigeno disuelto
mas que la fuente de carbono. Estudios posteriores, relacionados con el efecto de la tension de
oxigeno disuelto sobre la velocidad de sintesis de alginato (ya sea volumétrica o especifica) a

300 y 500 rpm, confirmaron dicha hipétesis.

Para el cultivo de microorganismos filamentosos (Reuss et /., 1982) y durante la produccion
de xantana con Xanthomonas campestris (See-Shown, 1989) se ha observado una curva tipica
de saturacion al graficar la velocidad especifica de consumo de oxigeno como una funcién de
la TOD y la velocidad de agitacién (este ultimo pardmetro determina la magnitud de los
agregados o elementos de fluido); en la cual la constante de saturacién aparente (K,) es més
baja al aumentar la velocidad de agitacidn, y por otro lado, la velocidad especifica de
consumo de oxigeno no alcanza su valor maximo aiin a 100% de saturacion cuando se utilizan
bajas velocidades de agitacién. Este comportamiento general se encontrd para 4. vinelandii al
graficar la velocidad especifica de sintesis de alginato como una funcién del oxigeno disuelto

para diferentes velocidades de agitacion.

En un primer intento de explicar el fénomeno, se llevé a cabo un andlisis cinético-difusional,
el cual demostrd que en condiciones de baja velocidad de agitacién (300 rpm), las principales
resistencias a la transferencia de oxigeno, pudieran estar ocurriendo a nivel de los
microagregados ceclulares, de 1al forma que la transferencia de oxigeno desde el seno del
cultivo, a través de la frontera del microagregado hacia cada célula, pudiera ser el factor

limitante del proceso.
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Sin embargo, para esclarccer con detalle ¢l mecanismo del fenémeno, se recomienda la
realizacidn de estudios que incluyan el seguimiento de la velocidad de respiracion de la
bacteria y una evaluacién mas rigurosa de la evolucién de la dsitribucion del tamafio de los

microagregados durante ¢l cultivo.

Sin duda, una de la aportaciones mds importantes del presente estudio fue el haber
demostrado la influencia del oxigeno disuelto sobre la distribucidn de pesos moleculares y el
grado de acetilacién del alginato. Como se menciona en este trabajo, la viscosidad y el peso
molecular del alginalo sintetizado por A. vinelandii es altamente dependiente de las
condiciones de aireacion del cultivo. A baja velocidad de agitacién (300 rpm) a TOD del 1, 3
y 5 %, el peso molecular del alginato sintetizado por la bacteria se incrementa conforme la
TOD aumenta, mientras que a altas tensiones de oxigeno 3 % (700 rpm) y matraces
bafleados, el microorganismo produce un polimero de bajo peso molecular. Asi también, se
mucstra como, en los matraces agitados, el peso molecular del alginato se incrementa con la

edad del cultivo.

Estos resultados difieren de los reportados por Leitao and Sa- Correia (1993) para la sintesis
de alginato por Pseudomonas aeruginosa. Dichos autores encuentran que €l peso molecular
del alginato sintetizado por esta bacteria se incrementa a altos niveles de oxigeno disuelto en
el rango de 5 a 70% de TOD. Las diferencias observadas en ambos estudios, pudieran estar
relacionadas con diferencias en la sensibilidad de las enzimas polimenzantes {o

despolimerizantes?) a los niveles de oxigeno del medio entre Azotobacter y Pseudomonas.

Los resultados descritos apoyan la hipdtesis de que la disminucién en el peso molecular del
alginato que se produce a alta velocidad de agitacion se pudiera deber a la presencia de
actividad depolimerizante (alginasas) en el caldo de fermentacién, la cual pudiera ser
responsable de la degradacidn del polimero. Ademas, experimentos realizados en nuestro
grupo han demostrado que ¢l peso molecular del polimero se mantiene constante por

periodos prolongados de tiempo a una alta velocidad de agitacion.

En principio, se considerd que la liberacién de enzimas con actividad alginasa pudiera ser el

resultado del posible dafio mecénico de la envoltura celular por la accién de la agitacién. Sin
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embargo, dicha hipélesis s poco probable ya que, pruebas de viabilidad celular, demostraron
que ain en tiempos finales del cultivo, la viabilidad se mantiene. Por lo tanto, es poco
probable que las células de 4. vinelandii pudieran verse dafladas a altas velocidades de

agitacion en cultivos prolongados y de esta manera liberar enzimas periplasmicas.

Los datos del presente estudio sugieren fuertemente que la sintesis y/o expresidn de las
enzimas involucradas en la polimerizacién (polimerasas) y despolimenizacién (alginasas) del
alginato parecen estar controladas por los niveles de oxigeno del caldo de cultivo, en un
mecanismo posiblemente similar al observado por Horan ef al., (1983) para las actividades de
otras enzimas involucradas en la biosintesis de alginato (fosfomanosa-isomerasa y GDP

manosa-pirofosforilasa) por Azotobacter vinelandii.

Los estudios preliminares demuestran, cierta influencia de la TOD sobre el grado de
acetilacién de la moélecula. Si bien, los valores absolutos difieren de los reportados por otros
autores (Annison y Couperwhite, 1986), la tendencia es parecida. En ambos trabajos se
observa un inremento en el contenido de acetilos al aumentar la aireacién del cultivo. No
obstante, en el trabajo referido, no se acalara si el efecto es debido a los cambios en las
condiciones hidrodinAmicas del reactor o al efecto per se de la tensioén de oxigeno disuelto, ya

que el control de esta variable se realiz6 a través de la manipulacién del flujo de gases.

Finalmente, el estudio aporta informacién relevante en relacidén a la influencia de las
condiciones de aireacidén sobre la morfologia de A. vinelandii y la sintesis de PHB. Los
resultados demuestran que la morfologia del microorganismo cambia en respuesta a las
diferentes perfiles de oxigeno que se espera en los cultivos. En condiciones de baja aireacién,
las células incrementan su tamafio durante el cultivo, mientras que en condiciones de alta
aireacién, las células disminuyen de tamaiio. El aumento en el tamafio celular esti
estrechamente relacionado con la acumulacién de PHB intracelular y de alginato extracelular,
mientras que {a reduccién en el tamaifio de las células puede ser parcialmente explicada por la
degradacion del PHB, el cual es utilizado como fuente energética en el punto de agotamiento
de la fuente original de carbono, en este caso la sacarosa. Como se sefiala en el articulo, es

posible que en matraces no-bafleados (alta aireacién) el oxigeno pudiera ser el factor limitante
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en el crecimiento de la bacteria después de las 36 h de cultfvo. Lo anterior se basa en ¢l hecho
de que en matraces no-bafleados, atin después de las 72 h el azucar residual es 30% del inicial,
micntras que en matraces bafleados la sacarosa se consume completamente (datos no

mostrados en ¢l articulo).
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I1. CONCLUSIONES GENERALES

1) Los resultados del presente estudio demuestran como, ¢l oxigeno disuelto y la posible
esxistencia de gradientes de oxigeno, influyen de manera importante sobre el crecimiento y
morfologia de Azotobacter vinelandii, la produccién de alginato y de polihidroxibutirato
(PHB) y sobre las caracteristicas quimicas y reoldgicas de los diversos productos obtenidos

por fermentacién.

2) Los estudios a nivel de matraz demostraron que, en condiciones de baja
aireacion/agitacién (matraces convencionales), se produce una mayor cantidad de alginato

con un producto alto peso molecular y, por consecuencia, de mejor calidad reolégica.

3) Los resultados revelaron gque la morfologia y las formas de agrupacidén de la bacteria
cambian en respuesta a los diferentes perfiles de oxigeno de los cultivos, observandose la
formacién de microagregados bajo condiciones de agitacién insuficiente. Dichos cambios

estan asociados a la produccién de PHB y de alginato.

4) Mediante el sistema de control de gases usado en el presente estudio fue posible
discriminar entre la influencia del oxigeno y de las condiciones hidrodindmicas imperantes en

el fermentador.

5) Bajo condiciones controladas de oxigeno, la mayor produccién de alginato (5 g/L) y la
mayor velocidad de sintesis del polimero (0.06 g algin/g h) se alcanzé al 3% de TOD en
asociacién con una alta velocidad de agitacién. Por otra parte, a baja velocidad de agitacion
(300 rpm), se observé la formacién de microagregados celulares, los cuales pueden alcanzar

un tamaiflo cercano a las 40 pm.
6) El estudio cinético difusional, apoya la idea de que, las principales resistencias a la

transferencia de oxigeno pudieran estar ocurriendo a nivel de los microagregados celulares.

Dicha situacién, pudiera limitar el transporte de nutrientes y productos desde el seno del
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cultivo a través de la frontera del agregado hacia cada célula y como consecuencia, influir en

el crecimiento de la bacteria y 1a produccidn de polimero.

7) En condiciones de oxigeno disuelto y velocidad de agitacidn controladas, se encontré que
el oxigeno disuelto determina de manera importante el peso molecular del producto y ¢l grado
de acetilacién de la molécula, observandose un aumento en el peso molecular y el grado de
acetilacién del alginato a bajas velocidades de agitacién (en condiciones donde ocurririan
gradientes dc oxigeno). Mientras que, a 700 rpm (en condiciones de homogencidad de la

concentracién de oxigeno) se produce un alginato de baja talla molecular.

8) La disminucién del peso molecular del alginato en los cultivos desarrollados a alta
velocidad de agitacion, podria derivarse de la accién de enzimas con aclividad
depolimerizante (alginasas), las cuales tiendan a degradar el polimero ya sintetizado. La
sintesis y/o actividad de dichas enzimas pudiera estar regulada por los gradientes de oxigeno
disuelto del cultivo, lo cuales estdn determinados a su vez por las condiciones de agitacion del

biorreactor.

9) Finalmente, es importante seflalar que a través del cultivo de A. vinelandii es posible
producir alginatos con una gran diversidad de estructuras (en términos de su peso molecular y
grado de acetilacién). Debido a esto, es posible, a través del control cuidadoso de las
condiciones fisicas de cultivo, tales como el oxigeno disuelto, disefiar alginatos con
propiedades fisicas particulares, los cuales pudieran ser usados en aplicaciones especificas en

la industria farmacéutica y de alimentos.
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IHI. RECOMENDACIONES

Con base en los resultados obtenidos, para trabajos futuros sc recomienda lo siguiente:

1) La velocidad de agitacidn del reactor determina gradientes de oxigeno disuelto en el interior
de los cultivos, os cuales afectan la sintesis y composicién del alginato, asi como la morfologia
del microorganismo. Por tal razén, en experimentos posteriores se sugicre evaluar el efecto del
oxigeno disueclto eliminando las posibles barreras difusionales, a través del uso de una alta

velocidad de agitacion (ie 700 rpm).

2) Con ¢l propésito de incrementar la velocidad de sintesis del polimero, se recomienda probar
tensiones de oxigeno disuelto (reales) arriba del 3% de saturacidn, ya sea a partir del aumento
en la presion parcial en el seno del cultivo o a través del incremento de la velocidad de

agitacion.

3) En el presente trabajo se observé la degradacion de alginato a altas velocidades de agitacién
o en tiempos finales de cultivo, posiblemente debido a la accién de alginasas. Se recomienda la
realizacion de mas estudios tendientes a verificar la presencia de dicha enzima o complejo
enzimético y dilucidar la relacién entre el oxigeno disuelto y la forma en que estd regulada la

expresion de dicha enzima.

4) Un problema encontrado durante el cultivo de A. vinelandii fue la dificultad de controlar la
tensién de oxigeno disuelto por arriba del 5%, debido a la alta velocidad de consumo de
oxigeno que exhibe el microorganismo y las limitaciones de transferencia de gases que ofrece
el sistema utilizado. Por tal razdn, se sugiere mejorar la capacidad de transferencia de oxigeno
del reactor, a través de la incorporacién de un sistema difusor de gas mas eficiente {(que genere
un tamafio de burbuja mdis pequefio) y de esta manera poder alcanzar coeficientes de
transferencia de masa (k; a) més altos que permitan estudiar la influencia del oxigeno en niveles

superiores a los hasta ahora evaluados.
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5) Sc encontrd que, las caidas en la velocidad de sintesis de alginato pudieran ser explicadas por
la existencia de agregados celulares en el cultivo. Sin embargo, sc sugiere la realizacion de
estudios posteriores sobre la velocidad de respiracidén del microorganismo en condiciones

controladas de oxigeno disuelto y agitacién, para apoyar experimentalmente dicha hipétesis.

6} En los anilisis quimicos realizados a los diversos alginatos obtenidos por fermentacién, se
considerd exclusivamente el peso molecular del alginato, asi como su grado de acetilacion. Es
importante la realizacién de estudios complementarios que consideren el efecto de las
condiciones de cultivo (particulanmente el oxigeno disuclto) sobre la organizacién de la
molécula en términos de la distribucién de 4cido manurénico y gulurdnico y la retacién que

esto tienc con las propiedades funcionales de los diferentes polisacanidos.

7) Sc propone para estudios posteriores, la utilizacidn de cepas mutantes como la cepa
AT268y la doble mutante (ambas generadas en el Grupo de la Dra. Guadalupe Espin), las
cuales presentan mutaciones en los genes involucrados en la sintesis de PHB. Durante el
cultivo de dichas cepas a nivel de matraz y fermentador de dos litros se ha observado la
sintesis de un alginato de alto peso molecular, el cual se mantiene constante al final del

cultivo, a diferencia del alginato sintetizado por la cepa silvestre mucoide ATCC-9046.

8) Por otra parte, se plantea el estudio del cultivo a nivel de fermentador de cepas de A.
vinelandii mutadas en el gen AlgF (el cual codifica para la expresion de la acetilasa), con el
propésito de obtener un polimero deacetilado similar al alginato comercial que se obtiene de

las algas marinas.

9) Debido a que a nivel de matraz y en fermentador (a bajas velocidades de agitacion) se
observé la presencia de agregados celulares y por lo tanto de gradientes de concentracién de
oxigeno, los cuales a su vez pueden incidir sobre la sintesis del alginato, se propone estudiar
de manera sistematica ¢l efecto de condiciones oscilantes de la tensidon de oxigeno disuelto

sobre la produccion y calidad del alginato.
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10) Durante ¢l escalamiento del proceso de produccion de’alginato de matraz a fermentador
sc observé un aumento en la productividad de alginato; sin embargo, el peso molccular del
alginato disminuy6 significativamente. Estas diferencias parecen estar relacionadas con la
velocidad de respiracién del microorganismo y, por consecuencia, con la concentracidn de
bidxido de carbono del caldo de cultivo. Por tal razén, se propone en trabajos posteriores
estudiar la influencia del CO, sobre el crecimiento de la bacteria y la produccién y

composicién del polimero.

- ———————
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APENDICES

1 APENDICE METODOLOGICO

L1 Medio de cultivo y condiciones de crecimiento

E! microorganismo se crecid en medio Burk modificado el cual presento la siguiente composicién
en g/L: sacarosa (20); extracto de levadura (3); K,HPO, (0.66); KH,PO, (0.16); MOPS (1.42),
CaS0, (0.05); NaCl (0.2); MgSQ,. 7H,0 (0.2); NaMo0,.2H,0 (0.0029); FeSO, (0.027). Las sales
de potasio, la sacarosa, el extracto de levadura y el MOPS se disolvieron en 900 mL de agua
destilada y se ajustd e] pH a 7.2 con NaOH (2N). A su vez, el sulfato de calcio se disolvié en 50
mL y las sales restantes en ¢l mismo volumen de agua destilada. Con el objeto de evitar
precipitaciones, las tres fracciones se esterilizaron por separado a 121°C durante 15 min y ya

estériles se mezclaron en la campana de flujo laminar.

Los cultivos a nivel de matraz se llevaron a cabo en matraces no bafleados (Erlenmeyer
convencionales) y bafleados (con tres bafles laterales) conteniendo 100 mL de medio liquido Burk,

a 200 rpm y 29°C, durante 72 h. Por otra parte, se realizaron cultivos en un fermentador de 1.5 L
(Virtis) equipado con tres turbinas Rusthon (diametro impulsor/diametro del tanque=0.5) con un
volumen inicial de 1.0 1. El pH fue controlado a 7.2 mediante la adicién automatica de NaOH (2 N).
La tension de oxigeno disuelto (TOD) se midié mediante un electrodo polarografico de oxigeno
(Ingold), y su sefial fue amplificada y adquirida por una computadora Macinthosh Il SI via una
interface Mac Adios II A/D & D/A (GW Instruments). La TOD fue controlada en linea usando un
programa escrito en Microsoft Quickbasic. La TOD se controlé entre 0.5 y 5 % con respecto a la
saturaciéon del aire, mediante la manipulacién de la presién parcial de nitrégeno y oxigeno en la
alimentacién, a través controladores de flujo masico (Brooks Instruments) y usando un algoritmo de
control proporcional. Las fermentaciones se coirieron a un flujo de gas constante de 800 ccpm,

29°C, y una velocidad de agitacién de 300, 500 y 700 rpm. Con el sistema descrito se pudo
controlar muy satisfactoriamente la TOD en valores cercanos al ser point. Cada seis horas se

tomaron muestras de 20 mL para las determinaciones analiticas,
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1.2 Determinacion del crecimiento microbiane por turbidimetria

a) Se tomd una alicuota de 1.0 mL del caldo de fermentacion y se diluy6 1/50 con agua destilada.
Posteriormente, se leyd la absorbancia de la muestra a 540 nm en un espectrofotémetro Beckman
modelo DU 650 y los valores se extrapolaron en una curva de peso seco, 1a cual se construyé de la
siguiente manera:

a) Se cultivé el microorganismo durante 48 h en matraces Erlenmeyer en condiciones estindar de
cultivo (29°C, pH 7.2 y 200 rpm).

b) Cada 6 h se tomaron alicuotas de 10 mL, se mezclaron con 1.0 m] de EDTA (0.1M) y un mL de
cloruro de sodio (1 M) y se centrifugaron (Centrifuga Beckman modelo ) a 12,000 rpm durante 20
min.

¢) Después de centrifugar, se separd el sobrenadante y el paquete celular se resuspendid en 10 mL
de solucidn isotdnica y se lavé en dos ocasiones.

d) Se tomaron 3 mL de la resuspensidn y se {iltraron en membrana Millipore con un tamaiio de poro
de 0.22 um previamente secadas a 70°C por 24 h.

e) Las membranas se secaron a 70°C durante 24 h, para finalmente pesarse y obtener por diferencia
de peso la cantidad de biomasa (peso seco).

f) Al mismo tiempo de cada muestra, se tomé una alicuota de 1.0 mL del caldo de fermentacion, se
diluyé 1/50 con agua destilada y se midid absorbancia a 540 nm en ¢l espectrofotémetro.

g) Los resultados fueron pgraficados y se establecié la relacion entre absorbancia y su

correspondiente peso seco, obteniéndose la curva presentada en la figura A.1.
0,30

0,25
0,20 —
0,15

0,10

Absarbancia (540 nm)

C (2/L)=(Abs+0.006)/0.073  r*= 0.994
1 1 1 | 1 | |
0 1 2 3 4

Concentracién celular (g/L)

0,05

Figura A.1. Curva patrén para la determinaci6on de la concentracion de biomasa
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1.3 Determinacion del crecimiento microbiano por conteo directo en el contador Coulter

Se tomaron muestras de 20 pl. del caldo de fermentacién y se realizaron diluciones de 1/1000
(para las muestras de las 6 a las 24 h) y de 1/4000 (para las muestras de las 30 a las 72 h) en
solucién isoténica (0.1 M) constituida con cloruro de sodio, cloruro de potasio y fosfato
monosédico. Posteriormente, las muestras fueron analizadas en un contador de particulas Coutter
modelo Multisizer 11, haciendo pasar un volumen de 100 puL a través de un tubo con una apertura de
50 jum. El niimero y tamaiio de las células fueron determinados utilizando el programa Multisizer 11

(saftware ofrecido por el fabricante).

1.4 Determinacion de sacarosa por el método de f-fructofuranosidasa-DNS

Este método se basa en la hidrdlisis de la sacarosa usando una invertasa y la posterior medicion de
los azucares reductores libres por la reduccion del dcido dinitrosalicilico (DNS), formando un
compuesto nitroaminado colorido (amarillo), cuya densidad Optica es proporcional a la

concentracion de grupos reductores (Miller, 1959).

Preparacion de soluciones:

Solucion de DNS: Pesar 16 g de hidroxido de sodio, 300 g de tartrato de sodio y 10 g de DNS y
mezclar en este orden en 1.0 L. de agua destilada, calentando para una disolucién total.

Solucién enzimatica: Mezclar 2.5 mg de la enzima S-fructofuranosidasa (Gist-Brocades con una

actividad de 243 U/mg a 40°C) con 1 mL de amortiguador de citratos (0.32 M, pH 4.6).

Procedimiento

Se tomd una alicuota de 1.0 mL del caldo de fermentacién y se diluyd 1/25 con agua destilada. De
aqui, se sirvieron 0.9 mL en tubos de ensaye y se mezclaron con 0.1 mL de la solucién enzimdtica.
La mezcla se incubé a temperatura ambiente durante 3 minutos y posteriormente se adicionaron 3
mL de DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico, Sigma Chemical Co.). Los tubos se calentaron a ebullicién
durante 5 min e inmediatamente después se enfriaron en bailo de hielo. A cada tubo se les
adicionaron 10 mL de agua destilada y se leyd la absorbancia a 540 nm contra un blanco de
reactivos. Los valores se extrapolaron en la curva patrdn, la cual se elaboré utilizando soluciones de

sacarosa en concentraciones de 0.2 a 1.0 g/L (figura A.2).
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Figura A.2. Curva patrén para la determinacion de sacarosa

L5 Extraccion y cuantificacion de alginato (Jarman et al., 1978)
La técnica se basa en la precipitacién del alginato con isopropanol y cuantificacion gravimétrica del

mismo.

Preparacién de soluciones
Solucién de EDTA (0.1 M). Disolver 1.9 g de etilendinitrolotetracetato disédico (EDTA) en 50 mL
de agua destilada.

Solucién de cloruro de sodio (1.0 M). Disolver 2.92 g de cloruro de sodio en 50 mL de agua
destilada.

Procedimiento

Se mezclaron 10 mL de caldo de cultivo con 1 mL Na,EDTA (0.1 M) y 1 mL de NaCl (1.0 M) y
posteriormente se centrifugd a 12,000 rpm (centrifuga Beckman J2-HS) durante 20 min. Se separé
el sobrenadante y se mezclé con 30 mL de isopropanol para la precipitacién del producto. Por
filtracion se separd el precipitado y se resuspendié en 10 mL de agua desionizada por 10 minutos
con agitacion constante y se volvid a precipitar con el mismo volumen de isopropanol. El producto

se filtré en membranas Whatman (No. 1, 1.6 um de didmetro de poro), los cuales se secaron a 60°C



por 24 h (hasta pcso constante). Finalmente se pesé el filiro y se calculd la concentracién de

polisacarido en el medio.

1.6 Determinacion de polihidroxibutirato (PHB)

Este método se basa en la extraccién del PHB con cloroformo e hipoclorito de sodio y su posterior
medicion espectrofotométrica en la regién de luz ultravioleta (235 nm) (Law y Slepecky, 1961;
Hahn er al., 1993).

Preparacion de soluciones

Cloruro dc sodio. Pesar 0.9 g de cloruro de sodio y disolver cn 100 mL de agua destilada.

Hipoclorito de sodio. Mezclar 30 mL de cloro comercial con 70 mL de agua destilada.

Solucién de EDTA (0.1 M). Disolver 1.9 g de etilendinitrolotetracetato disédico (EDTA) en 50 mL
de agua destilada.

Solucién de cloruruo de sodio (1.0 M). Disolver 2.92 g de cloruro de sodio en 50 mL de agua

destilada.

Procedimiento

Se mezclaron 10 mL de caldo de cultivo con 1 mL Na,EDTA (0.1 M) y 1 mL de NaCi (1.0 M) y se
centrifugaron a 12,000 rpm (centrifuga Beckman J2-HS) durante 20 min. El sobrenadante se separ6
para ¢l analisis de alginato y el paquete celular se lavé en dos ocasiones con 3 mL de solucidn
cloruro de sodio. Posteriormente, las células se lavaron con acetona al 100 % hasta que quedaron‘
completamente libres de alginato. El paquete celular se secd en una centrifuga al vacio (Savant
Mod. HCS} por espacio de una hora. Se pesaron 2.5 mg de células secas y se mezclaron con 2 mL
de cloroformo (concentrado) y 2 mL de solucién de hipoclorito de sodio en un tubo de ensaye con
rosca. La mezcla se incubd a 29°C durante 1 h con agitacién (400 rpm). Después de este tiempo, los
tubos se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min y se eliminé Ia fase acuosa por succién. La fase
organica y los restos celulares se filtraron en una membrana Whatman del No. 1 (1.6 um de
diametro de poro ) y el filtrado (rico en cloroformo) se evaporé a 70°C por 20 min.. Al producto
seco (rico en PHB} se adicionaron 10 mL de 4cido sulfurico concentrado y se calenté por 10 min a
temperatura de ebullicién. Finalmente, los tubos se enfriaron con hielo y se leyd la absorbancia a

235 nm usando 4cido sulfirico come blanco. Dependiendo de la concentracion de PHB, se
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realizaron diluciones 1/10 o 1/100, usando acido sulfiirico concentrado previamente calentado a
cbullicidon por 10 min. Los valores de absorbancia se extrapolaron en una curva patrén, la cual s¢

elabor6 utilizando concentraciones de PHB entre 1 y 5 pg/mL (figura A.3).

1,2
1.0
0.8 H
0,6 -

0,4 +

Absorbancia (235 nm)

0,2 -
Conc PHB (pg/mL)= Abs-0.002/0.202 r2= 0.997
0.0 T r 1 1 T

0 1 2 3 4 5 6
Concentracién de PHB (pg/mL)

Figura A.3. Curva patrén para la determinacién de la concentracién de PHB

L7 Determinacion de la viscosidad
La viscosidad del caldo de cultivo se midio en un viscosimetro de cono y plato (Wells-Brookfield
LVT, Series 82198). Todas las determinaciones se hicieron a temperatura ambiente (25°C) a 6 rpm

y usando el cono CP-52, la cual corresponde a una velocidad de deformacién de 125

L8 Determinacion del grado de acetilacion de la molécula de alginato (método modificado de Mc

Comb y Mc Cready, 1957)

Esta técnica se basa en la determinacién colorimétrica det 4cido aceto hidroxamico que se forma por

la reaccién del carbohidrato acetilado con hidroxilamina en solucién alcalina.

Preparacion de soluciones

Solucién de hidréxido de sodio: Disolver 9.4 g de hidroxido de sodio en 100 mL de agua destilada.

Solucién de clorhidrato de hidroxilamina: Disolver 3.75 g del reactivo mencionado con 100 mL de

agua destilada.

Solucién de acido percldrico: Medir 70 mL de acido perclérico concentrado y llevar a 100 mL con

agua destilada.
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Solucién de perclorato férrico: Disolver 1.93 g de cloruro férrico en 5 mL de 4cido clorhidrico

concentrado. Posteriormente, agregar 5 mL de la solucién de dcido perclorico, calentar y cvaporar al
vacio hasta total sequedad. Llevar a un volumen de 100 mL con agua destilada y mezclar 60 mL de
esta solucion con 8. 3 mL de 4cido perclérico. Enfriar con hielo y aforar a 500 mL con metanol
absoluto. Esta solucidn es estable por una semana a temperatura ambiente.

Solucién acida de metano]: Enfriar en hielo 35.2 mL de 4cido perclérico concentrado y aforar a 500

mL con metanol absoluto.
Solucidn estandar de pentacetato de glucosa: Disolver con calentamiento lento 0.623 g de B-D-(+)
penta-acetato de glucosa en 30 mL de etanol absoluto. Aforar con 50 mL de agua destilada. Tomar

alicuotas de §, 10, 15 y 20 mL y aforar con 50 mL de agua destilada.

Procedimiento

Se pesaron 0.020 g de alginato previamente secado y se disolvieron en 10 mL de agua destilada. Dc
aqui se tomaron 5.0 mL y se mezclaron con 1.0 mL de hidréxido de sodio y 1 mL de hidroxilamina.
A la solucién anterior se le adicionaron 5.0 mL de agua destilada y 5.0 mL de la solucidn acida de
metanol y se agité durante 5 minutos. Se sirvié por goteo lento la solucién de perclorato fémco
hasta alcanzar un volumen total de 25 mL. Posteriormente, se leyé 1a absorbancia a 520 nm usando
como blanco agua destilada con los reactivos. Los valores de absorbancia se extrapolaron en una
curva patron de B-D-penta-acetato, la cual se montd usando concentraciones de 0.005 a 0.017 g

acetilo/L (figura A.4).
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Figura A4. Curva patrén para la determinacidn de radicales acetilo
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El porcentaje de acetilos en el alginato se calculd usando la siguiente expresion:
% de Acetilos (g/100 g de alginato)= Conc (g/t)/ 0.4 x 100

1.9 Distribucidn de pesos moleculares

La distribucién de pesos moleculares se determiné por cromatografia de filtracién en gel (CFG)
usando una serie de columnas Ultrahidrogel (UG 500 y 2000, Waters) de 7.8 mm (didmetro interno)
por 300 mm, acopladas a un equipo de HPLC (Waters 625) con un detector de indice de refraccién
(Waters, 410). Como fase mévil se usé NaNQ; 0.1M a 35°C a un flujo de 0.9 mL/min. La sciial del
detector fue procesada con un programa PC compatible (Maxima GPC, Waters). La calibracidén de
las columnas se llevd a cabo con un método estandar de calibracién utilizando pululancs de
Aureobasidium pullulans como estindares de peso molecular ¢con un rango 5,800 a 1,600,000

daltones (Peia ef al., 1997).
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11 APENDICE DE CALCULO

Consideraciones tebricas

Con el propdsito de evaluar las posibilidades tedricas de las hipdtesis propuestas en el capitulo 3, se
utilizo un modelo cinético-difusional, €l cual se basa en el balance de masa para la difusién de
oxigeno dentro de los microagregados en estado estacionario, dada por la siguientc expresién

(Kurosawa et al., 1989).

d Sr N n dSr Vmax Sr I_
dr2 r dr ) Km + Sr~ De

=0 QY]

En estado estacionario, el perfil de concentracién de sustrato (oxigeno en nuestro caso) a lo largo de
Jos microagregados, esta dada por la solucién de la ecuacién 1, bajo las condiciones frontera de
Sr=Ss a r=R; dS1/dr=0 a r=0; donde D, es e! coeficiente de difusion efectivo; Sr es la concentracién
local de oxigeno en el interior de la particula; Ss es 1a concentracidn de oxigeno en la superficie de
los microagregados celulares R es el radio del microagregado; r es la distancia radial ; V,,, esla
velocidad méaxima de respiracion de la bacteria y K, es la constante de Michaelis. Estos ultimos
parametros fueron determinados usando los valores reportados en la literatura para el cultivo de 4.

vinelandii en condiciones controladas de oxigeno disuelto (Post et al., 1983)

Esta ecuacion describe el perfil de concentracidn de sustrato como una funcién del radio de la
particula. Dicha ecuacién se resolvié por integracién numérica con la ayuda del simulador ISIM

(Salford University Industrial Center Ltd, Salford, England).

Es importante sefialar que la resolucidn de la ecuacién 1 se basa en las siguientes suposiciones: 1)
las particulas o microagregados son en su mayoria de tipo esférico; 2) las células estan
homogéneamente distribuidas en los microagregados; 3) el oxigeno es el unico sustrato limitante
durante el proceso; 4) la velocidad de consumo de oxigeno, como funcién de la tension de oxigeno
disuelto, sigue una cinética de saturacién y 5) la difusividad de oxigenp es constante en los

microagregados celulares.
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La ecuacion 1 se puede expresar en forma adimensional, definiendo r*=r/R ; B=Sr/K,, e
incorporando el mddulo de Thiele (®), un numero adimensional que incluye los parametros
cinéticos de consumo de oxigeno (V ., ¥ K.,), el radio de la particula (R), y la difusividad efectiva

del sustrato (D,).
G=R/2*(V /Ko D' Q)
De tal forma que, la ecuacién 1 puede escribirse de la siguiente manera:

a’p o’ p 2 ap

dr2 [ T T

)

Finalmente, cn el trabajo se utilizé el factor de efectividad (n) como una forma de mostrar el efecto
de la resistencia a la transferencia de oxigeno dentro de los microagregados celulares. Este
parametro fue definido como la relacién entre la velocidad especifica de consumo de oxigeno
(VECO) en presencia de gradientes de oxigeno (microagregados) y la velocidad especifica de

consumo de oxigeno (VECO*) sin limitaciones difusionales.
De acuerdo con la definicidn, el factor de efectividad de oxigeno () esta dado por la ecuacion 4.

n= VECO/VECO* (4)

Hipotesis 1

En primer lugar se determinaron las constantes cinéticas del sistema (V. y K.} para la velocidad
de consumo de oxigeno en asusencia de problemas difusionales, tomando como base los datos
reportados en la literatura (Post ef al., 1983). Como se observa en la figura A.5, la velocidad de

consumo de oxigeno con respecto a la tensidn de oxigeno sigue una grafica tipica de saturacidn, con
un valor de K, (calculado mediante la grafica de dobles reciprocos de Lineweaver-Burk) de 0.0087

mmoles Q,/L yde V,,,=114 mmoles O,/gh .
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Figura A.5. Influencia de la tension de oxigeno disuelto sobre la velocidad especifica de consumo

de oxigeno de_A. vinelandii (datos reportados por Post, et al., 1983)
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Figura A.6. Relacion entre el modulo de Thiele (@) y el factor de efectividad para una tension de
oxigeno del 3% (0.0063 mmoles/L)

Utilizando estos parametros cinéticos y un coeficiente de difusividad de oxigeno en geles de
alginato de 8.28 x 107 cm¥h se generd una grafica del factor de efectividad como una funcion del

moédulo de Thiele (figura A.6). En esta se observa, una caida en el factor de efectividad -definido
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como la relacién entre la velocidad de respiracidn en presencia de gradientes de oxigeno y la
velocidad de respiracion sin limitaciones difusionales- a partir de mddulos de Thiele por arriba de
1.0. Con este valor se calculé un diametro de agregado de 30 um, el cual esta dentro del rango

determinado experimentalmente en el cultivo.
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II1 APENDICE DE FIGURAS

En las siguientes paginas se presentan las cinéticas de fermentacién para los cultivos desarrollados a
diferentes tensiones de oxigeno disuelto {a velocidad de agitacién constante de 300 rpm) y
diferentes velocidades de agitacién (a TOD constante del 3%). En dichas figuras se presenta el
promedio de tres fermentaciones (puntos centrales) junto con las desviaciones estandar para cada
punto experimental. Es importante sefialar que el promedio de desviacion estandar para el
crecimiento, la produccién de alginato y el consumo de sacarosa fue de 10, 9 y 8% respectivamente,

mientras que para la viscosidad fue entre 10y 15%.

Asi tambien, se presentan una sene de figuras relacionadas con el perfil de pH y la evolucion de los
niveles de alimentacién de oxigeno y nitrégeno (para el control de la tensién de oxigeno disuclto),
para los diferentes cultivos desarrollados. Cabe seflalar que, en general, el control de pH fue

satisfactorio (alrededor de 7.0) para las diferentes condiciones evaluadas.
Finalmente, en este apartado se presentan las figuras correspondientes a los calculos de velocidad

espécifica de crecimiento (pt) y la constante a (constante Luedeking-Piret que asocia la produccién

de alginato al crecimiento), para la diferentes cultivos evaluados durante el estudio.
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Fig. I Cinética de crecimiento (a), produccion de alginato (b), consumo de sacarosa (¢)
y viscosidad del caldo (d) a difercntes tensiones de oxigeno disuelto.
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