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RESUMEN

El presente trabajo evalud el efecto de las condiciones hidrodinamicas sobre la
respiracion celular, la morfologia, la expresién génica y la calidad del alginato producido por
Azotobacter vinelandii ATCC 9046, ampliando el rango experimental de agitacion de 100 a
900 rpm respecto a estudios previos. Esta investigacion buscé establecer las condiciones
Optimas de operacion para maximizar la producciéon de un biopolimero de alta calidad y
comprender los mecanismos fisiolégicos y moleculares que lo regulan.

En primer lugar, se realiz6 un estudio donde se correlacioné los parametros
hidrodinamicos con los indicadores fisiolégicos de respiracion —velocidad de consumo de
oxigeno (VCO) y velocidad especifica de consumo de oxigeno (qO,)— y con la producciéon y
calidad del alginato. Se determind que entre 200 y 500 rpm se alcanza un equilibrio éptimo
entre respiracion celular y sintesis polimérica, mientras que a velocidades = 600 rpm se
evidenci6 estrés de cizallamiento con disminucién de la qO,, reduccion del peso molecular
del polimero sin embargo aumentd la produccion de alginato como respuesta al efecto
hidrodinamico. El segundo objetivo abordd la evaluacion de la respiracion celular y la
morfologia bacteriana bajo diferentes velocidades de agitacion entre 100 y 900 rpm. A bajas
velocidades de agitacion las células mostraron morfologias pequefias y regulares, en cambio
a altas velocidades (= 600 rpm), se observaron deformaciones celulares, fragmentacion de la
matriz y pérdida de integridad morfolégica, coherentes con una disminucion en la qO2 y que
la hidrodinamica si afecta a la célula. A 500 rpm las células mantuvieron morfologia intacta, y
alta productividad, generando alginatos con mayor PMP de alginato, grado de acetilacion y
proporcion G/M similar.

Finalmente se realizé un estudio de calidad del alginato y se estableci6 una relacion
con el analisis molecular y la formulacién de hidrogeles a partir del alginato bacteriano
obtenido en condiciones controladas. El estudio de expresion génica reveld que la intensidad
de cizallamiento modula la regulacion de genes clave: rpoS y algU (respuesta al estrés y
regulacién global), cadena respiratoria, y de biosintesis, epimerizacion y acetilacién del
alginato). Estos resultados confirmaron que la respiracion y la biosintesis del polimero estan
coordinadas a nivel transcripcional, afectando directamente las propiedades del biopolimero.
Los hidrogeles formulados con el alginato bacteriano mostraron estructura porosa
homogénea, alta estabilidad estructural, evidenciando su potencial para aplicaciones en

biomedicina.
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INTRODUCCION

El alginato es un biopolimero perteneciente a la familia de los polisacaridos lineales,
compuesto por proporciones variables de residuos de acido $-D-manurénico (M) y acido a-L-
gulurénico (G). Su versatilidad lo hace valioso como agente espesante, gelificante y

estabilizante en diversas aplicaciones industriales.

Azotobacter vinelandii es una bacteria aerobia estricta productora de alginato,
caracterizada por su alta velocidad de respiracion. Tiene la capacidad de sintetizar otros
compuestos como el Polihidroxibutirato (PHB). La sintesis de alginato es un proceso de alta
demanda energética, lo que se refleja en una alta velocidad de consumo de oxigeno (VCO).
Durante su crecimiento, el oxigeno disuelto en el cultivo tiende a ser cercano a cero,
generando limitacion de oxigeno. En este contexto, la velocidad de transferencia de oxigeno
(VTO) se vuelve constante y equivale a la VCO. Se ha demostrado que la VTO afecta el peso
molecular del alginato, y que la VCO podria influir tanto en su produccion como en la

expresion de genes implicados en su biosintesis.

El aumento en la velocidad de agitacién incrementa la VTO, sin embargo, se ha
descrito que existe un limite donde las fuerzas de cizallamiento pueden generar estrés celular
y disminuir la VCO. Se ha observado que altos valores de velocidad especifica de consumo
de oxigeno (qO2) aumentan la produccion de alginato, pero disminuyen su peso molecular,
probablemente por la sobreexpresion de enzimas como las alginato liasas. Sin embargo, aun
no se comprende del todo cémo el esfuerzo hidrodinamico afecta directamente la actividad
respiratoria y la calidad del polimero. Estudios en otros microorganismos sugieren que la qOo,
puede ser un indicador de estrés celular inducido por fuerzas de cizallamiento. Por tanto,
analizar su comportamiento en funcion de la agitacién permitiria identificar rangos operativos
seguros (sin dafo celular) y zonas de estrés (donde la respiracion disminuye). Esta estrategia
aun no se ha aplicado especificamente en A. vinelandii para el estudio de la produccién de

alginato.

En este contexto, resulta relevante evaluar si los cambios en las condiciones
hidrodinamicas mediante la variacion de la velocidad de agitacién afectan la respiracion
celular y, en consecuencia, influyen sobre el peso molecular y la calidad del alginato
producido. Tal informacién permitira optimizar las condiciones de operacion en biorreactores,
maximizando la productividad sin comprometer la integridad celular ni las propiedades del

biopolimero.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Generalidades del alginato

Los alginatos son polisacaridos que se encuentran en las algas pardas, compuestos
principalmente por polimeros lineales de acidos B-(1-4)-D-manurénico (M) y a-L-gulurénico
(G), que son diferentes en términos de sus proporciones y disposiciones lineales (Ahmad
et al., 2021). La secuencia de mondmeros (M, G) cambia mucho dependiendo de la fuente
(Donati et al., 2003). El alginato se encuentra presente de forma natural en las paredes
celulares de varias especies de algas pardas, constituyendo hasta el 40% de la biomasa
(Fertah et al., 2017; Helmiyati & Aprilliza, 2017; Larsen et al., 2003). Generalmente, los
procesos de extraccidon y purificacion de alginatos se basan en la conversién de la forma
insoluble en las paredes celulares de las algas a la soluble, normalmente por la sal sddica,
seguida de sucesivas disoluciones y precipitaciones para eliminar impurezas (Rinaudo,
2008).

El alginato puede ser utilizado en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética
debido a su alta biocompatibilidad y ventajosas propiedades fisico-quimicas, que impulsan su
uso como agente estabilizador y viscosificante, ademas de la capacidad de formar un hidrogel
fuerte y estable al interactuar con iones divalentes como el calcio (Sahoo & Biswal, 2021;
Kanasan et al., 2017; Agarwal et al., 2016; Hoefer et al., 2015). Dentro de las aplicaciones,
se puede destacar que alginato puede ser utilizado como matriz para encapsular y liberar
fertilizantes y también para la sintesis de superabsorbentes (Rashidzadeh et al., 2015; Zhang
et al., 2014).

Actualmente, el alginato comercial se extrae de Laminaria, Macrocystis, Lessonia,
Eclonia y Durvillea (Pawar & Edgar, 2012), pero puede ser también producido por bacterias
del género Azotobacter (Bonartseva et al., 2017; Clementi, 1997) y Pseudomonas (Jain &
Ohman, 2005; Leid et al., 2005).

1.1.1. Estructura del alginato

El alginato es el unico polisacarido natural que contiene grupos carboxilo en cada

residuo componente y consta de dos residuos isoméricos, acido 3-D-manurénico (M) y acido
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a-L-gulurdnico (G), que estan conectados linealmente por enlaces glucosidicos 1 — 4 para
formar tres bloques diferentes: bloque poli-MM, bloque poli-GG y bloque poli-MG (Martau
et al., 2019). como se muestra en la Figura 1.1. La relacion G/M o M/G, la disposicién de los
bloques y el peso molecular determinan predominantemente sus diferencias estructurales al
tiempo que imparten propiedades fisicas y quimicas especificas (Sanchez-Ballester et al.,
2021).

o NaOOC OH NaOQOC OH
O - HO O
HO 0 -0 OH 3
Q NaOOC OH c{
OH H
O
A0 OH
COONa COONa
G M M
N\ J G
Vs AN v AN ~ J\_ v 9
GM'b].OCk M_b]_ock GM'b]OCk G_b]ock

Figura 1.1 Estructura quimica del alginato bacteriano. Residuos de acido manurénico (M) y

acido guluroénico (G) en la molécula (Sahoo & Biswal, 2021).

Estos mondémeros se distribuyen en bloques continuos de residuos de acido
manuronico (bloques M), residuos de acido gulurénico (bloques G) o residuos alternados
(bloques MG)(Hay et al., 2013; Pawar & Edgar, 2012). Al comparar estos polimeros extraidos
de diferentes fuentes, se observa que difieren en el contenido de la razon G/M o M/G como
también en el largo de cada bloque, debido a esto han sido elaborados mas de 200 alginatos
diferentes (Lee & Mooney, 2012; Tennesen & Karlsen, 2002).

1.1.2. Propiedades fisicas del alginato

Dentro de las principales propiedades fisicas, el alginato es soluble en agua, pero
insoluble en disolventes organicos. Cuando el alginato se disuelve en agua, se forma una
solucioén viscosa, y el volumen puede aumentar 10 veces después de la absorcion de agua.
La viscosidad de la solucion de alginato esté influenciada principalmente por la concentracion
y el grado de polimerizacion. Por lo general, la concentracion de alginato esta en un rango de
1-10% p p' (Guo et al., 2020).



La solubilidad del alginato se ve afectada principalmente por cuatro parametros:

(1) Distribucion de bloques de G y M: El alginato con un alto contenido de bloques GG

presenta una mayor solubilidad en agua que aquellos con un alto contenido de bloques MM.
Sin embargo, a pH bajo, los alginatos con una mayor proporcién de bloques MG/GM son
solubles, mientras que los ricos en bloques MM o GG tienden a ser insolubles (J. Liu et al.,
2019).

(2) Valor de pH del disolvente: Es esencial disolver el alginato en un disolvente con un

pH superior al valor éptimo (pH = 6,8), lo que permite la desprotonacion de los grupos acido
carboxilico (Gutsche et al., 2008).

(3) Fuerza iénica: La solubilidad del alginato generalmente aumenta con el aumento
de la fuerza idnica del sistema (excepto los iones gelificantes), porque la alta fuerza idnica
puede contraer cadenas moleculares por efecto de blindaje electrostatico, disminuir el

enrollamiento de la cadena y la viscosidad del sistema (Demircan & Oral, 2023).

(4) Presencia de iones gelificantes: Para lograr una disoluciéon adecuada del alginato,

es fundamental utilizar un disolvente acuoso libre de iones reticulantes (agentes de
entrecruzamiento), ya que este polimero puede formar geles en presencia de cationes
gelificantes como Ca?*, Ba%* o Sr?*. Ademas, cuando los grupos acido carboxilico del alginato
estan protonados, el polimero no puede dispersarse completamente en ningun medio,

incluidos los sistemas acuosos (Pawar & Edgar, 2012).

Ademas, el alginato tiene la capacidad de formar geles, y esta principalmente
influenciado por la coordinacién del numero de cationes. Se cree que el papel de los cationes
en los geles de alginato es el blindaje de la repulsion electrostatica de grupos aniénicos como
el carboxilo y la unién directa por enlaces idnicos. Otros factores especificos también parecen
influir en la gelificacion del alginato, pero son relativamente débiles, como la temperatura, el

pH y la interaccion hidrofébica (Puguan et al., 2014).

La gelificacién inducida por iones es una de las propiedades funcionales mas
importantes del alginato y es la razon detras de muchas aplicaciones favorables del alginato.
El mecanismo general de gelificacion del alginato es bien conocido como el modelo de "caja
de huevos", que fue propuesto por Grant et al., 1973) para describir la gelificacion del alginato
mediada por Ca 2*. El alginato también puede formar geles a través de la gelificacion inducida

por iones con otros cationes divalentes o multivalentes como Ba ?*, Cu?*, Sr?*, Fe 2",

3



Zn 2" Mn2*  Al3  Fe3 (Luetal, 2019; Thakur et al., 2018). Los geles de alginato formados
con estos cationes muestran similitudes y diferencias en su mecanismo de gelificacion,

resistencia del gel, viscoelasticidad y biocompatibilidad.

Los iones divalentes son el agente mas comunmente utilizado para inducir la
formacion de gel de alginato. Los grupos carboxilo en el alginato (principalmente residuos G)
pueden reticular con iones divalentes como Ca 2* , Ba 2* o cualquier otro cation divalente para
formar hidrogeles excepto Mg ?*y Hg 2* (Draget et al., 1994) como se muestra en la Figura
1.2.

G G

jo
OH
On-g Ho§ - \/OMOV\N\,\

Lo }7\
- ,gm 2z

G M M M
Figura 1.2 Estructura molecular del alginato que muestra los sitios de unién para cationes
divalentes. Los circulos rojos representan cationes. (C: cation; G: acido a-L-gulurénico; M:

acido B-D-manurdnico) (Hu et al., 2021).

Se ha estudiado que los mondémeros presentes en las cadenas de alginato pueden
presentar las siguientes modificaciones: (i) acetilacion, y (ii) epimerizacion, ademas es
importante mencionar que existe un (iii) control del largo de la cadena del alginato lo que se
expresa a través del peso molecular de ésta. El alginato tiene propiedades viscosificantes y
gelificantes que dependen de sus caracteristicas estructurales (Zhang et al., 2021; Pawar &
Edgar, 2012; Remminghorst & Rehm, 2006). Estas caracteristicas estan determinadas en
gran medida por la condiciones de crecimiento y el tiempo de cultivo (Khanra et al., 2018;
Jiménez et al., 2016; Goh et al., 2012).

La acetilacion del alginato ocurre exclusivamente en los residuos M seleccionados al
azar de la cadena (no todos los bloques M son acetilados). El sitio primario para la acetilacion
involucra al grupo hidroxilo del carbono 2, pero ademas puede ser acetilado el grupo hidroxilo
del carbono 3 (o ambos) obteniéndose posteriormente un residuo 2,3-di-O-acetilmanurénico.
Se sabe que el acetil-CoA es la fuente directa de acetato para las modificaciones del alginato.
Se ha reportado que el grado de O-acetilacion del alginato se encuentra en un rango entre 2
a 57 % p p', siendo dependiente de la cantidad de residuos M presentes en el polimero, de

la fuente de la cual se obtenga y de la disponibilidad de nutrientes. Lee y Day (1998)
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reportaron que limitaciones de nitrdgeno causan un aparente incremento en los niveles de O-
acetilacion del alginato. La acetilacion incrementa la capacidad de hinchazén (al formar
geles), la viscosidad y la asociacion intermolecular. El rol que cumple la acetilacion en las
cadenas de alginato ha sido asociado a la proteccion de los residuos M ante la epimerizacion
a residuos G, ademas la presencia de estos grupos acetil generan un control ante la actividad
de alginato liasas (Windhues & Borchard, 2003; Clarke et al., 2002, 2002; J. W. Lee & Day,
1998; Skj»k-Breek et al., 1986, 1985).

Independiente de la fuente de la cual se obtenga el alginato, los residuos M que no
han sido acetilados pueden ser epimerizados a residuos G. Esta modificacion puede ser
mediada por mas de un tipo de epimerasa, lo que genera alginatos ricos en bloques G, los
que tienen la capacidad de formar geles mas fuertes. El nivel de epimerizacion de las
moléculas de azucar es una modificacidon que raramente se encuentra en la naturaleza, solo
han sido reportado tres polisacaridos en los que ocurre este proceso: el alginato y dos tipos
de glicosaminaglicano (Wolfram et al., 2014; Pawar & Edgar, 2012; Svanem et al., 2001; Valla
etal.,, 2001; Franklin etal., 1994). Como se mencion6é anteriormente, las enzimas no
epimerizan residuos M acetilados, por lo que el porcentaje de acetilacién podria determinar
el grado final de epimerizacion, y con ello las propiedades finales del alginato (Ertesvag et al.,
2009). Por otra parte se sabe que, el contenido de bloque G de los tallos de L. hyperborean
es del 60% y el de otros alginatos disponibles comercialmente esta en el rango de 14 a 31%
(Schipani et al., 2020). Otra caracteristica clave es su peso molecular, ya que alginatos de
mayor peso molecular generan soluciones mas viscosas y geles con mejores propiedades
fisicas (Yong et al., 2012; LeRoux et al., 1999

1.1.3. Propiedades bioldgicas del alginato

El alginato es un polisacarido no toxico y biocompatible aprobado por la FDA
ampliamente utilizado en varias aplicaciones meédicas, incluidos agentes espesantes vy
estabilizadores y apodsitos para heridas (Hurtado et al., 2022). Se ha demostrado que los
compuestos de alginato pueden promover el crecimiento dirigido, la proliferacion y la adhesion

de células, asi como promover la expresion de algunos genes (Wu et al., 2021).

El alginato es rico en grupos carboxilo y se cree que sus propiedades polianiénicas
desempefan un papel crucial en la actividad antibacteriana y antiviral. Su efecto bactericida
contra las bacterias Gram-negativas es mas robusto que el de las bacterias Gram-positivas,

mientras que la actividad antibacteriana depende de su concentracion, iones de reticulacion,
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carga neta, hidrofilicidad y el organismo de prueba (Hoque et al., 2023). El alginato también
posee otras propiedades bioldgicas como actividad antitumoral, propiedades bioadhesivas y
permeabilidad superficial biolégica como se muestra en la Figura 1.3. Debido a esto, el

alginato, se ha utilizado ampliamente en el campo de la biomedicina (Cano-Vicent et al.,
2023).

Alginate Q

- Modification
Bioloaic®
8 /ologic@ £

By I N O
o}O/ SZ“C Eﬂg(®;<\\<\
Figura 1.3 Métodos de modificacion fisica, quimica y biolégica del alginato (Li et al., 2024).

1.2. Aplicaciones del alginato

El alginato es un biopolimero muy conocido con amplias aplicaciones en diferentes
industrias. Tradicionalmente, la aplicacion del alginato estaba orientada por su capacidad
viscosificante y gelificante en la industria alimentaria. Durante los ultimos afios, nuevos
desarrollos en las industrias biomédica, farmacolégica y cosmética han llamado la atencién
sobre la gran importancia de los biopolimeros. En este contexto, el alginato ha emergido como
un recurso util en el desarrollo de nuevas tecnologias, siendo mas relevante como parte de

nuevos sistemas de administracion de farmacos y en el desarrollo de dispositivos biomédicos
(Tomic et al., 2023).

El uso del alginato como biomaterial para el desarrollo de dispositivos biomédicos esta
estrechamente ligado a sus propiedades gelificantes. Aunque la forma mas sencilla de
generar hidrogeles de alginato es utilizar cationes divalentes para su reticulacién, diferentes
estudios han propuesto nuevas técnicas de modificacién quimica o el uso de mezclas con

otros polimeros para aumentar el grado de reticulacion entre cadenas de alginato, y favorecer
asi la obtencién de hidrogeles mas rigidos.



Hoefer et al., (2015) evaluaron el uso de la produccion de alginato bacteriano y su
comparacion como biomaterial para la formulacién de apdsitos para heridas. El alginato
bacteriano obtenido presenté un mayor peso molecular, una mayor relacion G/M y un alto
grado de acetilacion (> 50% p p') en comparacion con el alginato de algas, lo que explica la
mayor capacidad de retencion de agua y estabilidad fisica en los hidrogeles elaborados con
alginato bacteriano (Hoefer et al., 2015). Rashidzadeh et al.,(2020) desarrollaron perlas de
hidrogel antibacterianas a base de alginato con respuesta de administracion magnética de
farmacos debido a la inclusion de 6xido ferroférrico (FesO4) y nanoparticulas de plata (Ag),
que presentaron una alta actividad antimicrobiana contra Escherichia coli y Staphylococcus
aureus (Rashidzadeh et al., 2020).

En un contexto farmacoldgico, los alginatos han atraido la atencién como materia
prima para muchas aplicaciones (Sanchez-Ballester et al., 2021). Los oligosacaridos de
alginato se han considerado compuestos bioactivos con una amplia actividad biolégica, como
propiedades antihipertensivas, hipolipidémicas, inmunorreguladoras e hipoglucémicas, entre
otras posibles aplicaciones (Xing etal., 2020). Un estudio clinico demostré6 que la
administracion oral diaria de 10 mg de oligosacarido de alginato de 1 kDa redujo la progresion
del osteosarcoma al mejorar las capacidades antiinflamatorias y antioxidantes de los

pacientes, aliviando la inflamacién relacionada con el cancer (Chen et al., 2017).

Ademas, la aplicacion del alginato en la industria farmacéutica se utiliza mas
ampliamente como desintegrante en comprimidos, aglutinante de comprimidos,
enmascaradores de sabor y como matrices de liberacion controlada en comprimidos blandos
(Sanchez-Ballester et al., 2021).En este caso, la estructura primaria del alginato se convierte
en un determinante de su capacidad de liberacion de farmacos. Se ha descrito que en el
tampodn de fosfato la liberacion de maleato de clorfenamina y metronidazol es mayor en
comprimidos de alginato ricos en M. Por el contrario, los alginatos ricos en G presentan una

mayor tasa de liberacion del farmaco en medios acidos (Liew et al., 2006).

Estos estudios refuerzan la necesidad de obtener alginatos de alta calidad con
composicion quimica conocida y baja presencia de contaminantes para sus aplicaciones en
industrias mas tecnoldgicas como las formulaciones farmacéuticas o la fabricacién de
dispositivos biomédicos. Los requisitos de estas industrias no pueden satisfacerse utilizando
alginato de algas como materia prima, ya que sus caracteristicas quimicas se pierden
comunmente durante los procesos de separacion y purificacién (Bojorges et al., 2023). Por lo

tanto, han surgido otras alternativas como oportunidades para obtener alginatos hechos a



medida, como la modificacién estructural impulsada por enzimas y la produccion bacteriana
(Moradali et al., 2018, 2017).

Por otra parte, su principal disponibilidad comercial puede ser aplicada con diversas

funciones tales las cuales se presentan en la Tabla 1.1 (Vasquez-Ponce et al., 2017).

Tabla 1.1 Aplicaciones del alginato

Aplicacién Funcién alginato Referencia
Aplicaciones Es utilizado como sal de sodio para controlar (Gheorghita
alimentarias la viscosidad y como un recubrimiento en los Puscaselu et al.,

alimentos para minimizar el deterioro. 2020; Qin et al., 2018;
Peliculas y recubrimientos comestibles a Senturk Parreidt
base de alginato para aplicaciones de etal., 2018;
envasado de alimentos Tavassoli-Kafrani
et al., 2016).
Aplicaciones Se utilizan como portadores para suministrar  (Wroblewska-

farmacéuticas

Aplicaciones para
el apésito de la
herida

Aplicaciones en

cultivos celulares

Aplicaciones de
regeneracion

tisular

medicamentos y formulacién de farmacos.

Los apésitos de alginato en forma seca

absorben el liquido de la herida para

humectarla y minimizar asi la infeccion.
Se usan geles de alginato para los sistemas

de cultivo de células 2-D y 3-D.

Los alginatos se consideran excelentes

materiales para la adhesion celular.

Krepsztul et al., 2019;

Szekalska etal.,
2016a; Y. Zhang
etal., 2011)

(Peng etal., 2022,
Varaprasad et al.,

2020; K. Y. Lee &
Mooney, 2012a).
(Dhamecha
2019; Andersen et al.,
2015; Huebsch et al.,
2010).

(Krishna & Sankar,
2023; Sun & Tan,
2013; Silva &
Mooney, 2010).

etal.,

En las ultimas décadas el uso del alginato se ha enfocado principalmente hacia el area

biomédica en donde se utiliza como material biocompatible para el tratamiento y regeneracién



de diversos tejidos, vasos sanguineos, huesos, entre otros. Para esto es necesario disponer

de un alginato de composicion conocida y propiedades controladas.

En la actualidad, la extraccion de algas marinas es la unica manera econdémica de
producir alginato. Sin embargo, estos alginatos no cumplen los requisitos para algunas
aplicaciones especificas en el campo farmacéutico, donde son necesarios polimeros de
composicion muy definida en cuanto a peso molecular y composicién de acido manurénico
(M) y el acido gulurénico (G). Es por ello por lo que, se ha demostrado que existe un
microorganismo capaz de producir alginato llamado Azotobacter vinelandii, el cual ofrece la
ventaja de condiciones de produccion bien definidas, pero todavia es necesario identificar el
efecto de las condiciones de cultivo sobre la sintesis del alginato producido para producirlo a
escala industrial. Estas caracteristicas, como se ha comentado dependen en gran medida del
peso molecular, la variaciéon secuencial y la longitud de los bloques de acido manurdnico (M)

y su epimero el acido gulurénico (G) y el grado de acetilacién de alginato.

1.3. Caracteristicas generales de Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii pertenece a la familia de las bacterias Azotobacteriaceae, es
una bacteria aerobia estricta, Gram negativa, que tiene la capacidad de fijar nitrégeno debido
a que posee un complejo enzimatico con actividad nitrogenasa, el cual es sensible al oxigeno
(Noar & Bruno-Barcena, 2018; Kuhla & Oelze, 1988a). Dentro sus caracteristicas se
encuentra, que puede formar quistes resistentes a la desecacion (Martinez-Ortiz et al., 2020),
produccion de polihidroxialcanoatos (PHA) como polimeros de almacenamiento (Mok et al.,
2021) y competencia natural. Los microorganismos poseen una morfologia celular es
pleomoérfica, variando dependiendo del estado fisioldgico y las condiciones de crecimiento
(Patil et al., 2020; Noar & Bruno-Barcena, 2018). También se conoce que, tiene tres versiones
de nitrogenasa con diferentes metales en sus cofactores centrales. (Martin del Campo et al.,
2022). Se sabe que, estas enzimas pueden suplirse una por otra para permitir el crecimiento
cuando uno u otro metal esencial esta ausente (Bellenger et al., 2011; Maynard et al., 1994).
Cabe destacar que, cuando se encuentra en condiciones de limitacion de hierro, puede

producir compuestos sideréforos (McRose et al., 2017).

Azotobacter vinelandii es capaz de metabolizar una amplia gama de sustratos de
carbono, entre los que se incluyen alcoholes, acidos organicos y azucares. Sin embargo,

presenta una preferencia por determinados compuestos, lo que se manifiesta en un patrén



de crecimiento diauxico. Esta flexibilidad sugiere el potencial de utilizar sustratos de carbono

no refinados y de bajo costo en aplicaciones biotecnoldgicas (Andler et al., 2023).

A. vinelandii posee diversas aplicaciones biotecnolégicas debido a que produce dos
moléculas de interés industrial: el polisacarido extracelular alginato y el polimero intracelular
poli-B-hidroxibutirato (PHB). EI PHB es una fuente de reserva de carbono y energia, y es
acumulado intracelularmente durante el crecimiento desbalanceado de la bacteria (Senior &
Dawes, 1973), adicionalmente es considerado de interés comercial como material plastico ya
que es un arquetipo de termoplastico natural biodegradable con caracteristicas fisicas y
quimicas similares a los plasticos obtenidos por procesos petroquimicos, tal como el

polietileno y el polipropileno (Pyla et al., 2009).

Por otro lado, el alginato es sintetizado durante el proceso de enquistamiento como
un mecanismo de resistencia frente a la desecacién bajo condiciones ambientales adversas.
Asimismo, actua como una barrera protectora frente a metales pesados y como un sistema
de intercambio idnico con alta afinidad por el calcio (Flores et al., 2015). Adicionalmente, el
alginato funciona como una barrera que limita la difusién de oxigeno, restringiendo su
transferencia y protegiendo de esta manera al complejo nitrogenasa (Sabra et al., 2000b). A
continuacion, en la Figura 1.4 se presenta la bacteria Azotobacter vinelandii produciendo el

poliéster intracelular PHB y el exopolisacarido alginato.

Figura 1.4 Microfotografia electronica de A. vinelandii con PHB intracelular acumulado (A) y
rodeada de alginato (B) (Sabra et al., 2001).

1.4. Produccion de PHB

A. vinelandii produce polimeros de hidratos de carbono en ciertas condiciones. Estos

polimeros, renovables y biodegradables, pueden usarse en dispositivos médicos
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biocompatibles y andamiajes para cultivos celulares (Noar & Bruno-Barcena, 2018; Romo-
Uribe et al., 2017; Page, 1995).

Como se muestra en la figura 1.5 en A. vinelandii, los genes que codifican las 3
enzimas que participan de la sintesis de PHB estan contenidas en un operén biosintético
phbBAC, el cual codifica las enzimas 3-cetotiolasa (PhaA), aceto-acetilCoA reductasa (PhaB)

y PHA sintasa (PhaC), respectivamente (Anderson & Dawes, 1990).

Condensacion Reduccion Polimerizacion
NADPH  NADP* CoASH
Acetil-COA ——————+ Acetoacetil-CoA L—L R-3-hidroxibutiril-CoA —C PHB
3-cetotiolasa (phaA) Acetoacetil-CoA reductasa (phaB) PHA sintasa (phaC)

Figura 1.5 Biosintesis de PHB. Adaptada (Noar & Bruno-Barcena, 2018; Pefia et al., 2011).

En condiciones de limitacién por oxigeno, el exceso de poder reductor (NADH,
NADPH) genera una inhibicion de las enzimas del ciclo de Krebs, permitiendo la acumulacion
de moléculas de acetil-CoA, y dando paso a la biosintesis de PHB, la cual se inicia con la
condensacion de 2 moléculas de acetil-CoA, para formar acetoacetil-CoA catalizada por la
enzima 3-cetotiolasa; posteriormente, dicho compuesto es reducido por una enzima
acetoacetil-CoA reductasa, la cual es NADPH dependiente, produciendo R-3-hidroxibutiril-
CoA; finalmente, una enzima PHA sintasa cataliza |la polimerizacion de las moléculas de R-

3-hidroxibutiril-CoA formadas liberando unidades de CoA.

1.5. Biosintesis de alginato

El proceso de biosintesis de alginato ha sido ampliamente estudiado en Azotobacter
sp. y Pseudomonas sp. (Franklin et al., 2011; Hay et al., 2013; Urtuvia et al., 2017; Nufez
et al., 2022). Se sabe que Pseudomonas y Azotobacter sp. secretan alginato bacteriano. Los
genes involucrados en la biosintesis son muy similares, pero algunos difieren en su
mecanismo de regulacion. Los genes se encuentran en un operén que ha sido descrito
previamente: algD, alg8, alg44, algK, algJ, algG, algX, algL, algl, algV, algF y algA (Pacheco-
Leyva et al., 2016; Hay et al., 2013; Chitnis & Ohman, 1993). En la Figura 1.8 se muestra una
representacion esquematica de la biosintesis del alginato sintetizado por A. vinelandii,

integrando hallazgos recientes sobre esta via biosintética como se muestra en la Figura 1.5.
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La Tabla 1.2 muestra las proteinas involucradas en la biosintesis del alginato.
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Figura 1.6 . Representacion esquematica de la biosintesis de alginato en A. vinelandii.
Adaptado de (Ahumada-Manuel et al., 2020; Urtuvia et al., 2017; Pacheco-Leyva et al.,
2016; Ertesvag, 2015; Flores et al., 2015; Hay et al., 2013).

Tabla 1.2 Proteinas involucradas en la biosintesis de alginato

Proteina Descripcion Localizacion Referencia

AlgA Precursor  de la Citosol (Shinabarger et al.,
sintesis. 1991b)
Fosfomanosa
isomerasa / GDP-
manosa
pirofosforilasa.

AlgC Precursor de |la Citosol (Ye etal., 1994)
sintesis.

Fosfomanomutasa.

AlgD Precursor de |la Citosol (Tatnell etal., 1994)
sintesis.
GDP-manosa
deshidrogenasa.

Alg8 Polimerizacién. Membrana interna (Remminghorst et al.,
Glicosiltransferasa / 2009)
polimerasa.

Alg44 Polimerizacién y  Membrana interna (Remminghorst &
regulacioén Rehm, 2006a)

postranscripcional.
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Tabla 1.2 Proteinas involucradas en la biosintesis de alginato (continuacion)

Proteina Descripcion Localizacion Referencia

AlgK Funcion exportadora/ Membrana externa (Keiski et al., 2010)
estructural.

Lipoproteina,
estabiliza la AlgE.

AlgJ Exportar la cadena de = Membrana externa (Whitney etal., 2011)
alginato.

AlgG Epimerizacién de M- Periplasma (Franklin etal., 1994)
G. Manuronano C-5-
epimerasa.

AlgL Liasa de alginato. Periplasma (Jain and Ohman,
Control de peso 2005)
molecular.

Algl O-Acetilacion. Membrana interna (Franklin &

Ohman,2002)

AlgVv O-Acetilacion. Membrana interna (Franklin & Ohman,

2002)
AlgF O-Acetilacion. Periplasma (Franklin & Ohman,
2002)
AlgX O-Acetilacion. Periplasma (Riley etal., 2013)
AlyA1 Liasa de alginato. Periplasma (Gimmestad et al.,
2009)
AlyA2 Liasa de alginato. Periplasma (Gimmestad et al.,
2009)
AIgE1-E7 Manuronano C-5- Extracelular (Ertesvag et al.,2009)
epimerasas
extracelulares de
Azotobacter.

AlgW Homdlogo de la serina Membrana interna (Cezairliyan and
proteasa DegS de E. Sauer, 2009)
coli. Escinde MucA.

Regulador positivo.
MucP Homodlogo de la Membrana interna (Qiu etal., 2007)

proteasa RseP de E.
coli. Regulador
positivo que escinde
MucA.
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Tabla 1.2 Proteinas involucradas en la biosintesis de alginato (continuacién)

Proteina Descripcion Localizacion Referencia

AlyA3 Liasa de alginato. Extracelular (Gimmestad et al.,

2009)

AlyB Liasa de alginato no Extracelular (Gimmestad et al.,

caracterizada. 2009)
Pilz Dominio PilZ de la Membrana intern (Merighi et al., 2007)

copolimerasa Alg44.

AvGReg El DGC Cltosol (Rémling et al, 2013)
citoplasmatico C-di-
GMP se produce a
partir de dos
moléculas de GTP por
la accién de (DGC)
con un dominio
GGDEF.

c-di-GMP Segundo mensajero Cltosol (Ahumada-Manuel et
Bis (3',5")-ciclico al., 2020)
diguanosin
monofosfato.

MucG Proteina de Membrana interna (Ahumada-Manuel et
membrana que afecta al., 2017)
negativamente la
produccién de
alginato.

MucR La proteina modula un Membrana interna (Wang et al., 2015)
grupo localizado de c-
di-GMP  cerca de
Alg44.

MucA Factor anti . Membrana interna (Cezairliyan and
Regulador negativo. Sauer, 2009)

MucB Estabiliza MucA. Periplasma (Boucher et al.,
Regulador  negativo 1997a)
del periplasma.

MucC Papel regulador Periplasma / (Boucher et al.,

membrana interna 1997a)

MucD Homoélogo de la serina Periplasma (Wood and Ohman,
proteasa DegP de E. 2006; Hay etal.,
coli. Regulador 2012)
negativo.

ClpX/ClpP Proteasas Citoplasma (Qiu etal., 2008)

citoplasmaticas.
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Los pasos de la biosintesis del alginato se pueden dividir en tres pasos: sintesis de
precursores, polimerizacion, modificacion y secrecion de alginato.

1.5.1. Sintesis del precursor del alginato

El primer paso para la sintesis del alginato es la obtencion del monémero manosa-6-
fosfato (M6P). Este paso comienza con la importacion de hexosas desde el medio al citosol.
La glucosa pasa por reacciones enzimaticas desde la via de Entner-Doudoroff hasta la
formacion de gliceraldehido-3-fosfato/di-hidroxiacetona 3-fosfato por la enzima
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, estas moléculas son fosforiladas y luego
reconvertidas en fructosa 1,6-bifosfato (F6P). Luego por la accién coordinada de ftres
enzimas, ubicadas en el citosol AlgA, AlgC y AlgD, catalizan cuatro pasos para sintetizar el
precursor de la biosintesis del alginato GDP-acido manurénico. La F6P se convierte en M6P,
catalizada por la fosfomanosa isomerasa (AlgA), luego se convierte en manosa-1-fosfato
(M1P) catalizada por la fosfomanosa isomerasa (AlgC), seguida de la conversiéon a GDP-
manosa que es nuevamente catalizada por AlgA (Zielinski et al., 1992). El ultimo paso es la
conversién a GDP-acido manuronico catalizada por GDP-manosa deshidrogenasa (AlgD),
que es el paso irreversible en la formacion del precursor de alginato y compromete el uso de
atomos de carbono hacia la formacién de la cadena polimérica (Hay et al., 2013; Gaona et al.,
2004; Tavares et al., 1999).

1.5.2. Polimerizacion

El acido GDP-manurénico se polimeriza a través de dos enzimas que se encuentran
dentro de la membrana interna (M), la glicosiltransferasa/polimerasa (Alg8) y la copolimerasa
(Alg44), ambas enzimas son indispensables para la produccién de alginato (Urtuvia et al.,
2017; Moradali et al., 2015; Oglesby et al., 2008; Galindo et al., 2007; Mejia-Ruiz et al., 1997).
El proceso de polimerizacion y el transito de la cadena de alginato recién nacida a través de
la membrana ha sido parcialmente descifrado a través de estudios realizados tanto en P.
aeruginosa como en A. vinelandii (Oglesby et al., 2008; Remminghorst & Rehm, 2006). La
polimerizacion del alginato esta regulada a nivel postraduccional a través de la interaccion
entre el dominio PilZ de Alg44 que se une al mensajero secundario bis-(3',5')-guanosina
monofosfato ciclico (c-di-GMP) y permite la interaccidon con otras proteinas que estan
involucradas en los siguientes pasos de la polimerizacion y transporte de alginato a través de

la membrana (Ahumada-Manuel et al., 2017).

15



El c-di-GMP es una molécula reguladora global que participa en varios procesos
celulares como la motilidad, la produccion de exopolisacéaridos y la formacion de biopeliculas
(Ahumada-Manuel et al., 2017; Romling et al., 2013). Los niveles intracelulares de c-di-GMP
estan controlados por las actividades de la diguanilato ciclasa que tiene un dominio
conservado que contiene el motivo GGDEF y por las fosfodiesterasas (PDE) que tienen los
motivos EAL o HD-GYP. Las proteinas implicadas en las cascadas de transduccién de

sefales tienen dominios de unién de c-di-GMP, que incluyen PilZ (Rémling et al., 2013).

En P. aeruginosa MucR, una proteina de membrana interna que exhibe actividad de
diguanilato ciclasa (DGC) fue identificada como necesaria para la produccion de alginato a
través de la generacion de un pool de c-di-GMP localizado en la vecindad de Alg44 (Hay et
al. 2009). Ademas, la proteina hibrida MucG, que contiene dominios GGDEF y EAL
conservados y dominios N-terminales HAMP y PAS tiene actividad PDE, afectando
negativamente la cantidad y peso molecular del polisacarido, se ha descrito que la actividad
de MucG podria ser modulada en respuesta al estado redox de la célula a través del cofactor
FMN (Ahumada-Manuel et al., 2020). Por otro lado, entre las enzimas DGC presentes en A.
vinelandii, Av GReg, un sensor de globina acoplado (GCS) DGC que se une directamente al
oxigeno, fue identificado como el principal contribuyente de la sintesis de c-di-GMP a la
produccion de alginato. Los niveles elevados de c-di-GMP favorecen la sintesis de alginatos
con masas moleculares mas altas (Ahumada-Manuel et al., 2020; Martinez-Ortiz et al., 2020).
En general, estos hallazgos recientes respaldan firmemente la influencia de ciertas
reacciones respiratorias como el consumo de oxigeno y la fijacion de nitrégeno durante la

produccion de alginato por A. vinelandii.

1.5.3. Modificacién, transporte y secrecion

Durante la polimerizacioén, la cadena recién nacida del alginato se sintetiza como un
polisacarido de acido poli-manuronico, el cual es translocado a través del periplasma por la
actividad de algunas proteinas periplasmicas AlgX, AlgG y AlgK (Jain et al., 2003; Robles-
Price et al., 2004). Durante la translocacion, la cadena poli-M del alginato interacciona con el
complejo proteico compuesto por Algl, AlgF, AlgV y AlgX el cual presenta actividad
acetiltransferasa, este complejo es capaz de transferir un grupo acetilo del Acetil-CoA el cual
actua como grupo donador a la cadena poli-M, siendo el primer evento de modificacion
quimica de la cadena de alginato el cual se realiza sobre el C-2 y/o C-3 de los residuos M.
AlgG es identificada como una proteina con actividad manuronano C-5 epimerasa. Aun asi,
se ha comprobado que su actividad es deficiente en A. vinelandii, y su presencia cumple un

papel estructural en el complejo de biosintesis del alginato (Nufez et al., 2022; Ertesvag,
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2015). Debido a esto, el evento principal para la adicion de residuos G a la cadena de alginato
se realiza después de la secrecion del polimero al medio extracelular, donde la actividad de
siete epimerasas diferentes (AIgE1-7) en células de A. vinelandii puede catalizar la

epimerizacion de residuos M no acetilados a residuos G (Stanisci et al., 2020).

Se ha informado que AlgL es una proteina de degradacion del alginato con actividad
liasa que esta codificada dentro del operdn de biosintesis ubicado en el periplasma. El papel
de AlgL es relevante para la viabilidad de los microorganismos mucoides, ejerciendo una
funcién de mantenimiento degradando el alginato atrapado en el periplasma (Jain & Ohman,
2005). AlgL también puede controlar activamente la longitud del polimero y contribuir a la

translocacion periplasmica (Albrecht & Schiller, 2005; Bakkevig et al., 2005).

AlgK, junto con AlgX son proteinas estructurales relevantes para el proceso de
translocacion del alginato a través del periplasma, actuando como andamios para el
ensamblaje de la maquinaria funcional de biosintesis del alginato(Keiski et al., 2010). En este
contexto, AlgK (al ser una lipoproteina) actia como un ancla para el complejo proteico tanto
en la membrana interna como en la externa. La cadena de alginato, mientras se transporta a
través del espacio periplasmico, puede sufrir una modificacion de O-acetilacion mediante la
adicion de grupos acetilo O-2 y O-3 de hidroxilo por cuatro enzimas esenciales, Algl, AlgV,
AlgF y AlgX (Fabich et al., 2012; Nivens et al., 2001) esto puede alterar significativamente las
propiedades materiales del alginato resultante (Donati et al., 2009). Ademas, se ha descrito
que la O-acetilacion del alginato es exclusiva de los alginatos bacterianos, o que aumenta
significativamente la capacidad de retencion de agua del alginato, pero también la rigidez y
homogeneidad estructural de sus hidrogeles, lo que impulsa el uso del alginato bacteriano

como biomaterial (Fabich et al., 2012; Nivens et al., 2001).

Se ha descrito que Algl y AlgV se encuentran en la membrana interna de células de
A. vinelandii, mientras que AlgF y AlgX se encuentran en el periplasma (Ertesvag et al., 2017,
Franklin & Ohman, 1996). Algl transporta grupos acetil-CoA desde el citoplasma hasta el
espacio periplasmico donde tiene lugar la acetilacion. Los grupos acetilo son transferidos por
las acciones de AlgF, AlgX y AlgV para acetilar las subunidades M en la cadena de alginato.
AlgG es responsable de llevar a cabo la epimerizacion de los residuos M no acetilados en P.
aeruginosa, para luego convertirlos en residuos G dando lugar a la formacion de poli-MG de
alginato (Maleki et al., 2017; Wolfram et al., 2014). En A. vinelandii, AlgG comparte un 60%
de homologia estructural con AlgG de P. aeruginosa y es esencial en el complejo biosintético
del alginato, aunque la principal incorporacion de residuos G en el polimero se realiza

mediante epimerasas solubles a nivel extracelular (Nufez et al., 2022).
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A. vinelandii, codifica 6 alginato liasas: alginato liasa (AlgL); epimerasa bifuncional
extracelular manuronano C-5 y alginato liasa AIgE7 (degrada los enlaces G-MM y G-GM);
tres AlyA liasas: AlyA1, AlyA2 y AlyA3 (escinde GM-y MG-), aunque a diferentes velocidades;
y una exoliasa, AlyB (no caracterizada) (Ertesvag, 2015; Gimmestad et al., 2009; Setubal
et al., 2009). Se sabe que AlyA1 y AlyA3 pertenecen a la familia PL7 de liasas de alginato.

AlyA2 es necesaria para el crecimiento normal, AlyA1 esta relacionada con el crecimiento.

AIgE1-7 son enzimas dependientes de Ca?* que poseen un dominio regulador
(dominio R) sensible al Ca?* que regula la accion de estas enzimas a través de la afinidad por
el sustrato y la modulacion catalitica. Estas enzimas cumplen diferentes funciones en A.
vinelandii ya que se expresan en diferentes condiciones y tienen diferente actividad catalitica
en términos de la incorporacion de diferentes patrones monomeéricos a través de la cadena
de alginato. Por ejemplo, AIgE3 y AlgE1 pueden generar patrones largos de MG en la cadena
de alginato, y AIgE6 puede introducir bloques G largos, mientras que AIgE4 solo incluye
residuos G individuales, lo que promueve la obtencion de hidrogeles mas flexibles debido a
la presencia de bloques MG cortos y bloques GG. En términos de su relevancia fisioldgica,
AIgE7 actua durante la germinacion celular desde un estado latente de quiste debido a su
actividad bifuncional (epimerasay liasa), AlgE3 y AlgE1 estan relacionadas con el crecimiento
vegetativo mientras que AIgE2 se encuentra durante la diferenciacién de quiste(Moreno et al.,
2018; Ertesvag, 2015; Hgidal et al., 2000).

En la ultima etapa, la proteina porina AlgJ secreta la cadena de alginato al medio
extracelular (Hay et al., 2010). Las siete epimerasas extracelulares del manuronato C-5
(AIgE1-7) son las encargadas de modificar las subunidades no acetiladas de la cadena para
lograr el producto final (Ahumada-Manuel et al., 2017). AlgE1-7 se pueden agrupar segun el
tipo de subunidades que introducen en la cadena polimérica del alginato. AIgE1, AIgE3 y
AIgE7 introducen bloques MG; AIgE2 y AIgE5 introducen bloques GG; AlgE4 introduce una
alta proporcion de subunidades G, pero no bloques G consecutivos; y AIgE6 introduce

cantidades iguales de bloques M y bloques G (Hgidal et al., 2000).

Estas enzimas son proteinas de secuencia homdloga con masas moleculares que van
desde 57 a 191 kDa y constan de dos médulos diferentes, Ay R. Los médulos R contienen
motivos de union a Ca?* y son necesarios para la actividad completa, mientras que los
modulos A corresponden al médulo catalitico que permite la epimerizacion, introduciendo
diferentes distribuciones de residuos G en el sustrato de alginato, incluyendo bloques G de
varias longitudes(Ertesvag, 2015). El cambio en la composicion quimica del polimero debido

a la accion de estas enzimas modificadoras de alginato es esencial durante la diferenciacion
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celular a quiste, donde se forman capas de alginato con diferentes caracteristicas
estructurales, siendo la exina (capa externa) mas rigida y organizada debido a la mayor
presencia de residuos G, mientras que la intrina (capa interna) presenta una estructura amorfa
debido a la ausencia de residuos G que impide la formacion de un hidrogel estable (Gaardlgs
et al., 2023, 2022, 2021; Martinez-Ortiz et al., 2020). Ademas, las enzimas modificadoras de
alginato pueden utilizarse para la obtencién de alginatos a medida para determinadas

aplicaciones (Ertesvag, 2015).

1.6. Regulacion relacionada con la biosintesis y modificacion del alginato

La regulacién de la biosintesis del alginato es un proceso bien conservado tanto en A.
vinelandii como en P. aeruginosa, que también esta altamente regulado debido al aporte de
energia y al flujo de carbono requeridos para la produccion, secreciéon y modificaciéon de este
polimero (Inomura et al., 2017; Pacheco-Leyva et al., 2016; Castillo et al., 2013). En A.
vinelandii, los genes asociados con la biosintesis del alginato se agrupan en un operon, lejos
del grupo de genes relacionados con la epimerizacion. Otros genes biosintéticos como algC
o despolimerasas como alyA1, alyA2 y alyA3 se pueden encontrar en diferentes ubicaciones.
Los eventos regulatorios generales relacionados con la biosintesis del alginato se pueden
separar en tres niveles: transcripcional, postranscripcional y postranscripcional (Nufiez et al.,
2022). En el caso de la modificacion quimica del alginato, la mayor parte de la regulacion
ocurre durante la transcripcion y el nivel postranscripcional por eventos controlados por el
ubicuo mensajero secundario bis-(3’-5’)-ciclico dimérico GMP (c-di-GMP), y por la accién de

reguladores genéticos globales como AlgR y RpoS.

En la Figura 1.7 se muestra una representacion esquematica de la regulacion de la

biosintesis del alginato.
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Figura 1.7 Representacion esquematica de la regulacion del alginato en A. vinelandii.
Adaptado de (Lépez-Pliego et al., 2020, 2018; Quiroz-Rocha et al., 2017; Romero et al.,
2016; Pacheco-Leyva et al., 2016; Damron & Goldberg, 2012; Galindo et al., 2007;
Castafeda et al., (2001).

La regulacion transcripcional de la biosintesis de alginato comienza con el gen algD
que codifica la enzima que regula el flujo de carbono de los azucares para la obtencion del
precursor del alginato, el GDP-acido manurdnico. Se han encontrado tres promotores que
ejercen efectos positivos sobre la expresion de algD, dos de estos promotores son los factores
sigma RpoS y AlgU que también activan la expresion de algC, y el tercer factor de activacion

del promotor (P3algD) sigue siendo desconocido (Nuiez et al., 2022).

En A. vinelandii, el factor sigma RpoS lidera la respuesta general contra el estrés
oxidativo y la falta de nutrientes y es esencial durante la diferenciacion celular hasta el estado
latente del quiste. Mientras tanto, el factor sigma AlgU, similar a RpoE, también participa en
la respuesta contra el estrés oxidativo y es fundamental para la produccion de alginato
durante el crecimiento vegetativo y el enquistamiento (Chowdhury-Paul et al., 2023; Martinez-
Salazar et al., 1996). MucA es un factor antisigma que secuestra a AlgU impidiendo su accion

como promotor de la expresion de algD. Curiosamente, AlgU y MucA, junto con otros factores

20



antisigma como MucB, MucC y MucD, estan codificados en el mismo operén, lo que sugiere
un posible papel en la regulacién de la biosintesis de alginato. Sin embargo, hasta la fecha
no se ha dilucidado el papel regulador de MucC y MucD (Nufiez et al., 2022). La accion de
RpoS esta controlada por los reguladores de respuesta RssB/RssC, que promueven la
degradacién de RpoS a través de CIpXP durante el crecimiento vegetativo, actuando como
represor del fenotipo relacionado con RpoS hasta la fase estacionaria (Rodriguez-Martinez
et al., 2023).

Después de la transcripcion, el ARNm de algD es regulado a nivel postranscripcional
por la proteina RsmA (CsrA). Los sistemas Rsm son proteinas de union al ARN que actuan
como reguladores postranscripcionales pertenecientes a la familia RsmA/CsrA, en A.
vinelandii RsmA se une al sitio de unién al ribosoma del ARNm de algD, impidiendo su
traduccion y afectando negativamente la produccién de alginato. La expresion de algD puede
ser restaurada por la expresién de ARN reguladores pequefios (RsmZ1-8 y RsmY), estos
sRNAs saturan el sitio de union de RsmA permitiendo la traduccion del ARNm de algD. El
sistema de dos componentes (TCSs) GacA/GacS supervisa la expresion de RsmZ1-7 y
RsmY, se ha demostrado que la eliminacién de gacA o gacS impide la expresion de algD a
través de la accion de RsmA, y por lo tanto se anula la biosintesis de alginato (Lopez-Pliego
et al., 2020; Rosales-Cruz et al., 2024) . Otro TCS involucrado en la biosintesis de alginato
es la histidina quinasa CbrA y su regulador de respuesta CbrB, estos TCS junto con el sistema
de represion de catabolitos de carbono (Crc) controlan el flujo de carbono en A. vinelandii y
P. aeruginosa. Los mutantes CbrA/CbrB en A. vinelandii silvestre han mostrado un fenotipo
de sobreproduccion de alginato. Otros estudios han demostrado que este TCS es necesario

para la alta expresion de rsmA 'y RpoS en A. vinelandii (Quiroz-Rocha et al., 2017).

El C-di-GMP es un mensajero secundario universal en bacterias que controla muchos
procesos fisioldgicos como la motilidad, la patogénesis, la diferenciacién celular, la formacion
de biopeliculas y la produccion de exopolisacaridos. En A. vinelandii (como en P. aeruginosa),
la polimerizacion del alginato a través del complejo de polimerasa Alg8/Alg44 depende de la
presencia de c-di-GMP a través de la union al dominio PilZ de Alg44; en ausencia de este
mensajero secundario, la produccién de alginato se elimina; en el otro caso, su acumulacién
sobreestimula la produccion de alginato (Merighi et al., 2007). El grupo de c-di-GMP se regula
a través de la sintesis/degradacion por enzimas especificas. Las diguanilato ciclasas (DGC)
catalizan la produccioén de c-di-GMP mediante la unién de dos moléculas de GTP en su sitio
activo caracterizado por su dominio GGDEF; por lo general, las DGC contienen un sitio de
inhibicion alostérica que reconoce c-di-GMP, por lo que estas enzimas se inhiben por su

producto. La degradacion de c-di-GMP ocurre por la accién de las fosfodiesterasas (PDE) en
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los dominios especificos EAL o HD-GYP que catalizan la hidrdlisis de este mensajero
secundario (Liang et al., 2022; Moradali & Rehm, 2020; Whitney et al., 2015). En el contexto
de la regulacion postraduccional de la biosintesis de alginato en A. vinelandii, AvGReg (DGC),
MucR (DGC) y MucG (DGC-PDE) son las principales enzimas que controlan el grupo de c-di-

GMP vy, por lo tanto, promueven o frenan la produccién de alginato.

AvGReg es un sensor acoplado a globina con actividad DGC que se une directamente
al oxigeno y se considera el principal contribuyente a la sintesis de c-di-GMP para la
produccion de alginato. MucG puede sintetizar o degradar c-di-GMP debido a la presencia de
los dominios GGDEF y EAL. Aun asi, su actividad PDE es la unica relacionada con la
inhibicion de la produccién de alginato ya que los mutantes AMucG pueden sobreproducir
este polimero. También es relevante sefialar que MucG tiene un dominio PAS que se une al
cofactor flavina adenina dinucleétido (FAD) actuando como un sensor de estado redox.
Ambas evidencias sugieren una relacion entre el metabolismo respiratorio, el estado redox
de la célula y la produccién de alginato en A. vinelandii, ya que se ha demostrado que las
bacterias mutantes afectadas en componentes de la cadena respiratoria muestran una mayor
produccion de alginato (Nufez et al., 2022; Ahumada-Manuel et al., 2020; Germani et al.,
2020; Ahumada-Manuel et al., 2017) Curiosamente, la PDE MucR no es esencial para la
polimerizacion del alginato, pero si lo es durante el proceso de enquistamiento, ya que los
mutantes AMucR son incapaces de resistir la desecacion debido a la falta de una capsula de

alginato bien ensamblada (Martinez-Ortiz et al., 2020).

Los quistes de A. vinelandii estdn compuestos por dos capas de alginato llamadas
intina y exina en las cuales el contenido de acido gulurénico de ambas capas difiere, la exina
presenta una relacion G/M mas alta que la intina, en consecuencia, la exina presenta una
forma rigida y estructurada en contraste con la exina que presenta una caracteristica
estructural mas amorfa (Martinez-Ortiz et al., 2020) destacaron que MucR regula
positivamente la transcripcion de los genes algE1-E6 a través de la senalizacion c-di-GMP,
probablemente actuando a través del regulador transcripcional FleQ que presenta sitios de
union en la region reguladora de los genes algE71-algE7. Ademas, la expresion de MucR esta
regulada a través de AIgR, por lo que también es relevante en la regulacién de la modificacion
quimica del alginato, ya que las bacterias AAIgR perjudican la organizacion adecuada de la
capa del quiste. Mientras tanto, la senalizacion de c-di-GMP también contribuye a determinar
el peso molecular de la cadena de alginato, ya que un aumento en el acervo intracelular de
c-di-GMP promueve la produccién de alginatos con mayor peso molecular medio (MMW), y

AvGReg y MucG regulan este fenotipo.
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En cultivos de A. vinelandii, una mayor velocidad de transferencia de oxigeno (VTO)
impide la obtencién de alginatos de alto peso molecular, ya que una disminucién de la VTO
promueve la polimerizacion del alginato a través de una mayor acumulaciéon de c-di-GMP
(Ahumada-Manuel et al., 2020). Las enzimas detectoras de oxigeno regulan este c-di-GMP:
AvGReg (promueve la acumulacion de c-di-GMP a través de la actividad de DGC, en
presencia de union intracelular de O2) y MucG (reduccién del pool de c-di-GMP a través de la
actividad de PDE que se regula a través de la union de FAD como sensor de estado redox)
(Noar & Bruno-Barcena, 2018; Ahumada-Manuel et al., 2017; Pefa C et al., 2011).

Se ha descrito que la epimerizacién de la cadena de alginato ocurre a nivel
extracelular debido a la accién de las epimerasas de alginato AIgE1-7 que incorporan
diferentes patrones de bloques MG o GG de longitud variable dependiendo de la actividad
individual de cada epimerasa. Por ejemplo, la modificacion de AlgE4 incorpora bloques MG
largos a lo largo de la cadena de alginato, y AIgE7 promueve bloques GG largos en la cadena
de alginato en su lugar (Petersen et al., 2023). La excrecidn de estas epimerasas requiere la
expresion del sistema de transporte tipo 1 eexDEF que facilita el transporte de estas enzimas
a través de la membrana (Gimmestad et al., 2006). El sistema de transporte EexDEF esta
codificado en un operdn y dos promotores controlan su expresion, P2eexD es dependiente
de RpoS vy esta relacionado con la diferenciacion de quistes ya que RpoS también muestra
un control positivo en la expresién de los genes AlgE1-7, ya que AeRpoS (microorganismo
modificado ARpoS) muestra la capacidad de producir una capa de alginato que no puede
resistir la desecacién, probablemente a la falta de una estructura organizada capaz de
proteger la célula latente. P1eexD es otra regién promotora que es un activador desconocido.
Se ha demostrado que el contenido de gulurénico en alginato puede alterarse a través de la
concentracion de oxigeno en el cultivo (Sabra et al., 2000) y probablemente P1eexD esta
involucrado como un punto de control clave ya que es necesario para la excrecion de
epimerasa en otras condiciones no relacionadas con el control de RpoS (Moreno et al., 2018;
Cocotl-Yanez et al., 2014).

1.7. Respiracion en A. vinelandii

El oxigeno es un nutriente esencial para el crecimiento, mantenimiento y produccion
de metabolitos, como el alginato (Flores et al., 2015). La respiracion celular es un proceso
que transfiere equivalentes reductores desde un donador a un aceptor de electrones mediante

una enzima deshidrogenasa, finalizando con una enzima reductasa terminal (Kaila &

23



Wikstrom, 2021) (Price et al., 2021). Este flujo crea un gradiente de protones que sintetiza

ATP, esencial para el metabolismo bacteriano en diversos ambientes (Richardson, 2000).

Como se ha mencionado anteriormente, A. vinelandii es una bacteria aerobia que
tiene la capacidad de fijar el nitrdgeno atmosférico y utiliza un sistema respiratorio versatil. En
condiciones aerdbicas, su cadena de transporte de electrones incluye complejos como la
NADH deshidrogenasa y la citocromo ¢ oxidasa. En condiciones de bajo nivel de oxigeno, A.
vinelandii puede ajustar su respiracion para mantener la eficiencia energética, utilizando otros
aceptores de electrones. Este proceso es crucial para su capacidad de fijacion de nitrogeno,
lo que la convierte en un organismo importante en la agricultura y la biotecnologia (Garcia
et al., 2020; Natzke et al., 2018; Setubal et al., 2009; Oelze, 2000)

Como se muestra en la Figura 1.8, se han identificado cinco oxidasas terminales en
su genoma: dos tipos de citocromos bd y uno de cada uno de los citocromos c, 0 y cbb3.
Estas oxidasas terminales pueden interactuar con tres tipos diferentes de NADH
deshidrogenasas, que transfieren equivalentes reductores a la ubiquinona-8: NADH
deshidrogenasa | (NDH ), NADH deshidrogenasa Il (NDH IlI) y NADH deshidrogenasa
translocadora de sodio (Na*-NQR) (Hamilton et al., 2011; Nufiez et al., 2009; Setubal et al.,
2009).

Dentro de la cadena respiratoria, el género Azotobacter ha sido objeto de amplios
estudios debido a su capacidad para fijar nitrdgeno mediante la enzima nitrogenasa, incluso
en presencia de altas concentraciones de oxigeno. Uno de los mecanismos clave para
proteger el complejo nitrogenasa en esta bacteria es la “proteccién respiratoria”, que consiste
en un aumento de la velocidad de respiracidn en condiciones de alta concentracion de
oxigeno y en condiciones diazotroficas. Este proceso se debe a la actividad de la cadena
respiratoria desacoplada, formada por el citocromo bd y la NDH Il deshidrogenasa (Inomura
et al., 2017; Poole & Hill, 1997).

Los citocromos bd se sintetizan en condiciones diazotréficas y a altas concentraciones
de oxigeno. En A. vinelandii, existen cuatro NADH-ubiquinona oxidorreductasas(Bertsova
et al., 1998). La NDH-I se activa a baja concentracion de oxigeno, mientras que la NDH-II se
activa a alta concentracion. La expresion de NDH-Il y citocromo bd esta regulada
negativamente por CydR, una proteina sensible al oxigeno controlada por AlgU, un factor
sigma que regula la sintesis de alginato (Ledn & Espin, 2008; Martinez-Salazar et al., 1996)
(Figura 1.6).
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Por otra parte, el genoma de A. vinelandii muestra tres oxidasas terminales: citocromo
¢, citocromo o y citocromo cbb3. Estas oxidasas pueden reducir el ubiquinol-oxigeno
directamente del complejo ubiquinona o a través de una via de dos pasos que incluye la
citocromo c reductasa. Es notable que el citocromo bd se exprese a bajas concentraciones
de oxigeno, lo que sugiere que ayuda a optimizar la conservacion de energia (Setubal et al.,
2009).
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Figura 1.8 Esquema de las cadenas respiratorias acoplada y desacoplada, de A. vinelandii.
(Castillo et al., 2020).

1.7.1. Parametros de cultivo que afectan la respiracion en A. vinelandii

Se ha descrito que la velocidad de respiracion de A. vinelandii puede estar
determinada por el tipo de microorganismo, la velocidad especifica de crecimiento, la
disponibilidad de oxigeno y la fuente de nitrégeno. Sobre todo, se cree que, la fuente de
nitrégeno es uno de los parametros que impacta la velocidad de respiracion de A. vinelandii
debido al costo energético que implica el mantenimiento celular de cultivos que son crecidos
bajo diazotrofia y a altas concentraciones de oxigeno debido a la proteccién respiratoria
(Barney, 2020; Inomura et al., 2017). En la Tabla 1.3 se presentan reportes de diversos
autores en cultivos por lotes y continuos utilizando A. vinelandii. Diversos autores han
reportado que, en cultivo continuo, A. vinelandii presenta una alta velocidad de respiracion,
cuando son cultivadas bajo diazotrofia y altas concentraciones de oxigeno (Tension de
oxigeno disuelto (TOD) = 10%). De acuerdo con este planteamiento, (Sabra et al., 2000)
observd que hubo un aumento lineal en los valores de qO, obtenidos por A. vinelandii en
cultivos continuos cuando la TOD aumenté de 0,5 a 5%. Por otro lado, no se encontré una
diferencia mayor en los valores de la qO2 cuando la TOD aumento de 5 a 10%. Por otro lado,

(Garcia et al., 2018) demostraron en cultivos continuos de A. vinelandii utilizando una fuente
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de nitrogeno que se puede obtener un aumento en los niveles relativos de transcripcion de

cydA y ndhll (codifican citocromo b y NADH deshidrogenasa Il) aumentando la qO. en el

cultivo.

Tabla 1.3 . Comparacion de qO2 en A. vinelandii cultivadas en diferentes condiciones de

crecimiento

Microorganismo Fuente de

nitrégeno

Condiciones de

crecimiento

q02
(mmol g h-

")

Referencia

DSM93-55Ib Diazotrofia

ATCC9046 NH4

ATCC9046 Diazotrofia

ATCC9046 NH4
ATCC9046 Extracto
de
levadura

ATCC9046 Diazotrofia

ATCC9046 Diazotrofia

D=0,08 h"" TOD=0,5%
D=0,26 h"' TOD=0,5%
D=0,08 h"" TOD=5-10%
D=0,26 h"' TOD=5-10%
300 rpm (1vvm) D=0,08 h"
700 rpm (1vvm) D=0,08 h"
10 mL de llenado / 250 mL
5% TOD (300 rpm)
0,5% TOD (300 rpm)
5% TOD (700 rpm)
0,5% TOD (700 rpm)

100 mL de llenado / 500

100 mL de llenado / 500

500 rpm (1vvm) control

500 rpm (1vvm) control

300 rpm (1vvm)

700 rpm (1vvm)

7,5
15
30
70
3.7
20
55

24
8.5
29
28
12

5,2

8,3

23,7

30,8

52,4
63,7

(Sabra et al.,
2000a)

(Garcia
et al., 2018)
(Castillo
et al., 2018)

(Lozano
et al., 2011)

(Pefia et al.,
2011)

(Ponce et al.,
2021a)

(Diaz-
Barrera
et al., 2021)
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1.7.2. Respiracion de A. vinelandii y su relacion la produccién de alginato.

Varios estudios han reportado que la produccion de alginato realizada por A. vinelandii
esta influenciada por la TOD, la velocidad de agitacién, la aireacion y la VTO (Castillo et al.,
2020; Urtuvia et al., 2017; Flores et al., 2015; Diaz-Barrera, et al., 2014; Diaz-Barrera et al.,
2007; Galindo et al., 2007).

Se sabe que, durante la biosintesis de alginato bacteriano, por unidad monomeérica se
consume una molécula de ATP y una molécula de GTP, y se liberan dos moléculas de NADH.
Este proceso tiene una alta demanda de energia, también contribuye a reducir la generacion
de energia, y se ha sugerido que la biosintesis del alginato impone una velocidad de consumo
de oxigeno en la célula (VCO), lo cual es correlacionado con la demanda de energia para la
sintesis de este polimero (Maerk et al., 2020). A. vinelandii se destaca por su alta velocidad
de respiracion (Diaz-Barrera et al., 2007) y durante el crecimiento de A. vinelandii el oxigeno
disuelto es cercano a cero, lo cual determina condiciones de limitacién de oxigeno en los

cultivos (Diaz-Barrera, Gutierrez, et al., 2014).

Durante un cultivo tipico de A. vinelandii, la TOD en un cultivo depende de la VTO
desde la fase gaseosa a la fase liquida y de la VCO (Flores et al., 2015). En la Figura 1.9 se
puede observar el clasico perfil de VTO y TOD de A. vinelandii. Al iniciar el cultivo la VTO
aumenta gradualmente hasta llegar a un valor maximo (VTOmsx), que es que es la maxima
capacidad de transferencia de masa de gas-liquido del sistema del reactor, y esta indicado
por el mayor valor sostenido de VTO durante la fermentacion (Maier & Buchs, 2001) la cual
se mantiene constante en un plateau, lo que es propio de fermentaciones que transcurren
bajo limitacion de oxigeno (Anderlei et al., 2004). Ademas, el aumento en la VTO se
correlaciona con un descenso en la TOD, la cual llega a valores muy cercanos a 0,
caracteristico de A. vinelandii debido a su alta velocidad de respiracién (Diaz-Barrera,
Gutierrez, et al., 2014). La velocidad de agitacidn en un cultivo esta directamente relacionada
con la VTOmsax. Un aumento en la velocidad de agitacion de un cultivo y por consiguiente un
aumento en la VTO provoca un incremento en la concentracion de alginato (Ponce et al.,
2021a; Diaz-Barrera et al., 2021; Diaz-Barrera, Gutierrez, et al., 2014; Diaz-Barrera et al.,
2007). Por otro lado, a menores VTO, el peso molecular del alginato y su grado de acetilacion
se incrementan (Castillo et al., 2013; Flores et al., 2015; Pefa C et al., 2011). Por otra parte,
se tiene evidencia que a mayores velocidades de agitacion aumenta el contenido de G del
alginato (Diaz-Barrera et al., 2021; Sabra et al., 2000a).
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La respiracion puede ser evaluada midiendo la VCO en el cultivo. Bajo condiciones de
limitacion de oxigeno, el oxigeno disuelto es cercano a cero (dO2/dt=0), y en base a la
ecuacion de balance de oxigeno (dO2/dt =VTO-VCO), es posible que la VTO sea igual a la
VCO. En un cultivo limitado por oxigeno, la VTO es constante en la fase de crecimiento y es
igual ala VCO (Castillo et al., 2018; Garcia-Ochoa et al., 2010a). Se conoce que la VTO afecta
el peso molecular del alginato (Diaz-Barrera, et al., 2014) y la VCO podria estar relacionada
con la produccion de alginato y la expresion de algunos genes implicados en su biosintesis

(Diaz-Barrera et al., 2009).
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Figura 1.9 Perfil caracteristico de TOD y VTO en cultivos de A. vinelandii. Modificado de
(Diaz-Barrera, Gutierrez, et al., 2014).

La respiracion celular puede ser evaluada qO:; la cual establece una relacion entre la
VCO vy la concentracion de biomasa. (Diaz-Barrera et al., 2011). En un estudié en cultivo
continuo la produccion de alginato a tres diferentes qO2 y observéd que un aumento de la qO-
incrementa la produccion de alginato, disminuyendo el peso molecular. Ademas, en cultivos
a una qO2msx S€ observdé una mayor expresion de la alginato liasa algL, lo que explica la
disminucion en el peso molecular del alginato sintetizado. En la Figura 1.9 se muestran datos
de VCOmsx ¥ produccion de alginato en cultivos por lotes. Se observa que a valores mas altos
de VCOnmax se obtiene una mayor produccion de alginato (Medina et al., 2023; Ponce et al.,
2021a; Diaz-Barrera et al., 2021; Garcia et al., 2020; Castillo et al., 2018; Jiménez et al.,
2016; Diaz-Barrera, Gutierrez, et al., 2014; Lozano et al., 2011; Diaz-Barrera et al., 2007).

Existe una relacion entre la produccion de alginato maximay la VCOnmax (Figura 1.9). Se puede

observar que la produccion de alginato aumenta a medida que aumenta la VCO, vy las
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concentraciones mas altas de alginato se producen cuando la VCOmax supera los 24-29
mmol L' h''. (Castillo et al., 2018) demostraron que el factor sigma E (AlgU) en A. vinelandii
controla la expresion del gen cydR, un represor de los genes de la cadena respiratoria, por
ende, el alginato actua como una barrera para la difusion de oxigeno, lo que conduce a
concentraciones mas altas de alginato cuando aumenta la VTO. A nivel molecular, seria
interesante evaluar a diferentes qo, como cambia la expresién de los genes de la cadena

respiratoria desacoplada.

Por otra parte, (Medina et al., 2023) exploraron mas a fondo la produccién de alginato
en cultivo por lotes utilizando Bacteria A. vinelandii AT9 a diferentes condiciones de VTO, que
van desde 3,6 a 12,4 mmol L™ h™. Sus resultados mostraron que el aumento de VTOmax
aumento el crecimiento celular como la produccion de alginato, con una concentracion
maxima de alginato de 3,0 g L™ alcanzada a 6,8 mmol L™" h™. Por el contrario, a un VTO mas
baja de 3,6 mmol L™ h™, la produccion de alginato se redujo a 2,59 g L™". Estos hallazgos
sugieren que controlar VTOmax puede mejorar significativamente tanto el rendimiento como

la calidad del alginato.

e
4 °
—~ o o -
A L]
— @
(®)] P TP
2 3 ..0 @ P
& [ 1] ®
o :
© ®
2?2 ¢
m .
< ® L4
b ;
e ®
.0
0

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
VCO . (mmol L1 h-1)

max (
Figura 1.9. Relacion entre VCOmax ¥ produccion de alginato en cultivos por lotes de A.

vinelandii.

En otro estudio,(Jiménez et al., 2016) investigaron la actividad respiratoria y la
utilizacion de carbono en la bacteria mutante AT6 de A. vinelandii, que es incapaz de producir
poli-B-hidroxibutirato (PHB), y la compararon con A. vinelandii ATCC 9046. La bacteria
mutante AT6 exhibié una mayor produccion de alginato, VTO qO2, con aumentos de 2,5
veces, 60% y 62%, respectivamente, en comparacion con A. vinelandii control. En

condiciones de limitacion de oxigeno (1% TOD), estos resultados indican que el flujo de acetil-
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CoA, un precursor tanto para la biosintesis de PHB como para la acetilacion de alginato, se
redirigid hacia la cadena respiratoria a través del ciclo del acido tricarboxilico en la bacteria
AT6.

Aunque existen evidencias respecto a la produccion de alginato en cultivos a
diferentes VCOs (Bertsova et al., 1998; Jiménez et al., 2016; Lozano et al., 2011) aun no se
conoce con detalle que efecto a nivel intracelular tiene la respiracion celular sobre la calidad
del alginato. Asimismo, las evidencias existentes (Diaz-Barrera etal., 2021, 2011) han
evaluado cambios en la VTO (y por tanto de la VCO) bajo condiciones cambiantes de
agitacion, lo cual tiene efectos sobre la hidrodinamica de los cultivos. Es por esta razén que
resulta importante poder dilucidar si un cambio en la velocidad de agitacion del cultivo tiene
efectos sobre la respiracion celular lo cual seria determinante para definir el peso molecular

de alginato producido por A. vinelandii.

Como bien se ha mencionado, en diferentes articulos de A. vinelandii se ha reportado
que tiene una alta actividad respiratoria. Por ende, los cultivos que operan sin control de la
TOD operan a un valor cercano a cero y bajo estas condiciones el parametro VTO o VCO
puede ser utilizado para evaluar el crecimiento celular y la produccion de alginato en células
de A. vinelandii. Durante los ultimos afios, varios estudios han reportado mediciones de VTO
y/o VCO durante la fermentacion de cultivos de A. vinelandii llevada a cabo en matraces o en
un biorreactor, donde se concluye que el peso molecular del alginato puede ser modulado por
el VCO del cultivo; cuando el valor de la VCO es bajo se puede obtener un alto peso molecular
de alginato; mientras que, en cultivos con altos valores de VCO, generalmente el peso

molecular del alginato parece ser independiente de la VCOmax.

Para relacionar como la VCO afecta la produccion de alginato la Figura 1.10 muestra
una relacion entre la VCOmax de un cultivo y su efecto en el PMP del alginato. Esta figura
muestra una recopilacion de diferentes estudios (n=16), estableciendo una relaciéon entre
VCOnmax, utilizando diferentes estrategias de cultivo y como este parametro de respiracion
impacta el peso molecular del alginato en diferentes microorganismos de A. vinelandii
(Medina et al., 2023; Contreras-Abara et al., 2023; Diaz-Barrera et al., 2021; Ponce et al.,
2021; Garcia et al., 2020; Diaz-Barrera et al., 2017; Gdmez-Pazarin et al., 2016; Diaz-Barrera
et al., 2014; Diaz-Barrera et al., 2014; Diaz-Barrera et al., 2012; Lozano et al., 2011; Pefia
et al., 2011; Diaz-Barrera et al., 2011, 2010, 2009, 2007)
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Figura 1.10 Relacion entre VCOnax y €l peso molecular de alginato en cultivos de A.

vinelandii (®) cultivo en matraces y cultivos por lotes, (0) cultivos continuos.

En matraces se establecio que a menor VCOmax (entre 2,6 y 5 mmol L' h'') se pueden
observar pesos moleculares entre 1850 y 3112 kDa. Garcia et al., (2020) describe que, al
utilizar microorganismos mutantes, el mayor peso molecular (3112 kDa) se alcanzé en
cultivos realizados con A. vinelandii AT9. Estos valores fueron superiores a los obtenidos para
alginatos producidos por la A. vinelandii ATCC 9046 cultivada en condiciones similares. Estos
resultados demuestran que al utilizar microorganismo modificados en condiciones
microaerofilas es posible obtener un polimero que tiene un alto peso molecular promedio. En
consecuencia, podria ser una estrategia efectiva para producir alginatos destinados a

aplicaciones industriales.

En cultivos por lotes, se observa que existe una relacién directa entre la VCOnmax Y el
PM del alginato, donde a una VCOmax baja (3,6 mmol L' h'') el valor de peso molecular es de
2355 kDa utilizando A. vinelandii AT9. En general, estos resultados indican que es posible
manipular el peso molecular de los alginatos bacterianos producidos por A. vinelandii AT9
(Medina et al., 2022). Sin embargo, al incrementar la VCOnmasx (entre 9 y 20,3 mmol L' h™") los

valores de peso molecular varian entre 370 y 513 kDa.

Por otro lado en cultivo continuo, (Diaz-Barrera et al., 2011) utilizando A. vinelandii
ATCC 9046 en cultivo continuo, evalué la produccién de alginato a diferentes VTO (o VCO)
en condiciones limitadas de oxigeno. Un aumento en VTO (3,2 a 8,0 mmol L™ h™") resulté en
un aumento en la concentracion de alginato, sin embargo, el peso molecular disminuyé (1350
a 869 kDa). Este estudio revelé que la manipulacion de este parametro podria usarse como

una estrategia de control para la produccién de alginato. Por otro lado, se observa que al
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aumentar VTO (8 a 40 mmol L' h'") el peso molecular se mantiene entre 400 y 800 kDa esto
indicaria que el PM del alginato no depende de VTO (Contreras-Abara et al., 2023; Diaz-
Barrera et al., 2017; Diaz-Barrera, Martinez, et al., 2014; Sabra et al., 2000a)

Independientemente de la modalidad de cultivo, los datos recopilados hasta la fecha
han demostrado que el peso molecular del alginato puede ser modulado por la VCO del
cultivo. Por ejemplo, en cultivos cultivados a baja VCO (por debajo de 9 mmol L' h'), se
puede obtener el mayor peso molecular del alginato; mientras que, en cultivos cultivados a
valores de VTO superiores a 9 mmol L™ h', en general, el peso molecular del alginato parece

ser independiente de la VCOnax.

La respiracion celular puede ser evaluada también como la velocidad especifica de
consumo de oxigeno (qOy), la cual establece una relacién entre la VCO y la concentracion de
biomasa. Para relacionar como la qO. afecta la produccién de alginato, en la Tabla 1.4 se
muestra una comparacion entre qO., la fuente de nitrogeno, velocidad de agitacion y como

afecta el peso molecular de alginato en distintos microorganismos de A. vinelandii.

Tabla 1.4 Valores de qO2 y PMP de alginato en cultivos de A. vinelandii

Tipo de Microorganismo Condicion Velocidad qO:2 PMP Referenci
cultivo de cultivo de agitacién (mmolg'h™') (kDa) a
(rpm)
No 200 12 1750 Pena et
diazotrofia al., (2011)
Matraz ATCC9046 No 100 5.2 1850
diazotrofia
Diazotrofia 500 23,7 475 Ponce et
ATCC046 Diazotrofia 500 8,3 513 al., (2021)
ATCC9046 Diazotrofia 300 26,4 N.D. Jiménez et
_ ) al., (2016)
AT6 Diazotrofia 300 420 N.D.
Biorreactor
Diazotrofia 300 30,8 406 Diaz-
_ ] Barrera et
ATCC9046 Diazotrofia 500 52,4 520 al., (2021)
Diazotrofia 700 63,9 370

N.D: No determinado.

Como se observa en la Tabla 1.4, en A. vinelandii los valores de qOz varian entre 5 y 64 mmol

g™ h7'. En cultivos en matraces agitados bajo condiciones no diazotroficas se ha observado
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que, a una mayor agitacion se obtiene un valor de qO» dos veces superior que cuando la
agitacion se disminuye a la mitad, por lo que existe un efecto de la velocidad de agitacion
sobre el valor de qo.. Sin embargo, no se observa una diferencia notoria en el tamafio del

polimero a diferentes valores de qOz (Pefia et al., 2011).

Se ha reportado que en cultivos realizados a una VTO controlada, la qO2max €s casi
tres veces mas alta que cuando el cultivo es sin control de VTO. En cambio, el peso molecular
disminuyd a una VTO controlada, por lo que existe una relacién inversa, a una mayor qO- el
peso molecular de alginato disminuye, una posible explicaciéon de esto es que el flujo de
carbono a través del ciclo TCA es mejorado favoreciendo la sintesis de alginato. Ademas, la
expresion de la alginato liasa alyA1 se ve mas afectada a una qO2msx alta disminuyendo el

peso molecular de alginato (Ponce et al., 2021a; Diaz-Barrera et al., 2007).

En cultivos de A. vinelandii ATCC 9046 y AT6 (microorganismo incapaz de producir
PHB) se observé que en cultivos de la A. vinelandii AT6 se alcanza una mayor qOazmax (2 62%)
en comparacion a los cultivos de ATCC 9046, lo cual es explicado porque A. vinelandii AT6
al ser incapaz de producir PHB, favorece el flujo de carbono hacia el ciclo del TCA
produciendo cambios importantes como el incremento de la produccién de alginato (Jiménez
et al., 2016).

Recientemente, Diaz-Barrera et al., (2021) describieron una relacion entre la qO: y el
peso molecular del alginato. En la Figura 1.11 se observa que el PMP del alginato varia
conforme a cambios en la qO2max, 10 cual podria interpretarse como un efecto de la respiracion

celular sobre la calidad del alginato.
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Figura 1.11 Relacion entre qOz y el peso molecular maximo de alginato en cultivos de A.
vinelandii. 3 L: PMP: 300 rpm (e); 500 rpm (@), 700 rpm (m); 30 L: PMP (A)(Diaz-Barrera et
al., 2021).
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1.8. Efectos de las condiciones de hidrodinamica

Como se ha mencionado anteriormente, el oxigeno es un sustrato clave para el
crecimiento celular, el mantenimiento, respiracion y la biosintesis del alginato. El oxigeno
tiene una solubilidad muy baja en los caldos de fermentacion (7 - 9 mg L), por ende, debe
ser proporcionado continuamente por una fase gaseosa durante el funcionamiento del
biorreactor. La TOD en el caldo depende de la VTO y de la VCO (Garcia-Ochoa et al., 2015,
2013a, 2010b).

La VTO es definida como la capacidad de transferencia de masa de gas-liquido del
sistema del reactor y se sabe que es mayor al aumentar la agitacién y la aireacién. A través
de un balance de oxigeno, la VTO puede ser determinada por medio de la siguiente ecuacion
(Garcia-Ochoa et al., 2010a; Garcia-Ochoa & Gomez, 2009):

dCo,
at

kpax(Cs — Cp,)—VCO Ecuacion 1.1

Donde la VTO depende del coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (k.a),
y la diferencia entre las concentraciones de oxigeno en equilibrio (C*0, ) y en la fase liquida
(Co,). Se ha descrito que, la VTO y la VCO se encuentran correlacionadas entre si, el mas
lento fija la velocidad de la otra etapa potencialmente mas rapida. La Ecuacion 1.1 representa
la relacion entre VCO y VTO. Como el término de acumulacion (dC,, / dt ) suele tener un valor
bajo, se puede suponer que VTO = VCO. Si el valor de k.a tiene un valor grande, VTO se
vuelve aproximadamente igual a VCO al disminuir la fuerza impulsada, es decir, el valor de la

concentracion del oxigeno disuelto aumenta.

Cabe destacar que, la VCO es una de las caracteristicas fisioldgicas fundamentales
de los cultivos de microorganismos, cuyo valor cambia durante el cultivo debido al cambio en
la poblacion celular. Ademas, por otra parte, la VCO también puede proporcionar una cantidad
considerable de informacion sobre la respuesta de las células a la dinamica de fluidos en el
biorreactor. Por lo tanto, la VCO se ha utilizado para la estimacion de la actividad celular, la

concentracion de células viables y el crecimiento de cultivos celulares.

La actividad respiratoria de las células es a menudo la primera respuesta fisiologica
afectada por la presencia de una alta velocidad de cizallamiento (Hao et al., 2009). Por lo
tanto, los valores de la qO, pueden usarse como indicador de respuesta al efecto del estrés
hidrodinamico en cultivos celulares en biorreactores (Garcia-Ochoa et al., 2011). Se sabe que
cuando la velocidad de agitacion o aireacion aumentan, las fuerzas hidrodinamicas pueden

afectar el cultivo modificando la actividad respiratoria de las células (Hao et al., 2009). En la
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Figura 1.12 se muestra la influencia de la velocidad de agitacién o la aireacién en un reactor

tipo tanque agitado sobre la VCO.
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Figura 1.12 Efecto teorico de la velocidad de agitacion o aireacion sobre la VCO en un

Bioprocesos (Garcia-Ochoa et al., 2015).

En el caso a de la figura 1.12, se observa que, en condiciones de limitacién de
oxigeno, si hay una baja velocidad de agitacion o aireacion, la VCO esté limitada por la VTO
(VTO <VCO). En este caso, al aumentar la VTO aumenta la VCO y por ende existira un mejor
crecimiento celular (zona 1). Si la velocidad de agitacion o aireacion aumenta y deja de ser el
paso limitante, se alcanza la meseta del sistema bioldgico y la VCO es constante (zona II).
En condiciones de no limitaciéon de oxigeno (VTO = VCO), la VCO vy la qo2 pueden ser
constantes e independientes de la agitacion y/o aireacion (zona Il). Si la agitacion aumenta
mas las fuerzas hidrodinamicas pueden afectar las células y se puede observar una
disminucion de la VCO y un daio celular debido a los efectos de cizallamiento (zona Ill). En
caso b de la Figura 1.12, es posible que el dafio celular pueda ocurrir antes de que la VCO
se convierta en el paso limite, es decir, antes de que VTO alcance un valor igual a la VCO
maxima. Por lo que un aumento de energia mejorara la eficiencia del bioproceso, aunque a
cierto nivel de agitacion las fuerzas hidrodinamicas podrian afectar a las células y la VCO

disminuiria.

Para cuantificar los efectos de cizallamiento se han usado como indicador de estudio
la morfologia celular. Garcia-Ochoa y colaboradores estudiaron el efecto del estrés
hidrodinamico en el crecimiento de Xanthomonas campestris en biorreactor, la cual puede
producir un polisacarido similar a alginato llamado xantano. En este estudio, se investigo la
velocidad de crecimiento y la produccion de xantano bajo diferentes niveles de cizallamiento.

Se observaron cambios morfoldgicos celulares dependiendo de las condiciones de agitacion,
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siendo evidentes las diferencias en la morfologia a alto estrés de cizallamiento. Por otra parte,
se ha descrito un método sencillo para evaluar el efecto de la velocidad de agitacion y
aireacion en cultivos de R. erythropolis sobre la VTO, VCO vy el dafio celular mediante la
determinacion de la qO,. Garcia-Ochoa et al., (2015) encontraron que existen dos zonas que
determinan el efecto de cizallamiento a través de la velocidad de agitacion sobre la actividad
respiratoria, una zona de no estrés donde la qO; se mantiene constante y una zona de estrés
celular en la que el valor de qo; disminuye al aumentar la agitacion. En cambio, al variar la
aireacion no hubo un efecto sobre la qO.. Estos resultados, aportan valiosa informacién sobre

el esfuerzo generado por la condiciones de hidrodinamica en el biorreactor.

En este trabajo se propone a la qO, como un indicador de la respuesta celular a
cambios de condiciones de dinamica de fluidos en el biorreactor, siendo su medicién una
técnica para conocer las condiciones de operacion que pueden causar dafo celular. Influencia

de las condiciones hidrodinamicas sobre la qO..

Para identificar el rango 6ptimo de las condiciones de hidrodinamica para las células,
se han estimado parametros caracteristicos de la mezcla turbulenta a diferentes condiciones
de agitacion. Se ha reportado que existen diversos factores que han sido determinados como
inductores de estrés (Acedos et al.,, 2019a; Rodriguez et al., 2017; Escobar et al., 2016;
Gomez et al., 2015; Garcia-Ochoa et al., 2015, 2013a).

Se sabe que un aumento de la agitacion genera una mayor VTO, pero es capaz este
de afectar las células, induciendo dafio celular (Garcia-Ochoa et al., 2020). Recientemente,
en cultivos de A. vinelandii se estimé la microescala de Kolmogorov en dos escalas de
biorreactor (3 y 30 L), sugiriéndose que las fuerzas hidrodinamicas no afectan mayormente a
las células(Garcia-Ochoa et al., 2015). Sin embargo, se requiere un estudio mas detallado
acerca del posible efecto hidrodinamico en cultivos de A. vinelandii sometidos a diferentes
velocidades de agitacion. Por otra parte, se conoce que bajo condiciones que exceden un
determinado nivel de agitacién en un cultivo, el factor de efectividad (n) se utiliza para evaluar
el proceso microbiano en el que se produce el dafio celular. En A. vinelandii se ha estudiado
este efecto solo en la produccion de PHB. Se establecié que un aumento de PHB conlleva a
un menor n. Seria interesante evaluar este parametro sobre la sintesis de alginato y
establecer una relacién con la qO..En cultivos de A. vinelandii aun no se ha estudiado con
detalle el efecto hidrodinamico por medio de cambios en la qO- a través de cambios en la
agitaciéon y como se ven afectados los parametros de hidrodinamica sobre la sintesis de

alginato.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que, A. vinelandii posee altas velocidades de respiracion, pero aun no se
conoce con certeza que efecto tiene la respiracion celular sobre el crecimiento y la produccion
de alginato a nivel de caracterizacion fisicoquimica y expresion de genes claves en la

biosintesis del alginato en A. vinelandii.

En todos los estudios que han demostrado la influencia de la VTO (o VCO) sobre la
produccion de alginato en cultivos de A. vinelandii se ha evaluado la VTO a través de cambios
en la velocidad de agitacion. Estos trabajos se han realizado bajo condiciones donde un
aumento del cizallamiento podria tener un efecto sobre el crecimiento celular. En este sentido,
no existe evidencia experimental suficiente para descartar un posible efecto hidrodinamico
sobre las células. Asi, descartando este posible efecto, se podria evaluar de mejor manera la
influencia de la qO. sobre la calidad del alginato y la expresion de algunos genes claves

involucrados en la biosintesis de alginato.

Se conoce que la sintesis de alginato y PHB se encuentra estrechamente relacionada
con el metabolismo respiratorio de A. vinelandii, por lo que seria interesante evaluar el efecto
de las condiciones de hidrodinamica sobre la respiracion celular y la calidad del alginato y
PHB. Se sabe que, hay ciertas condiciones de cultivo donde el flujo de carbono va en un
mayor porcentaje a la produccién de alginato disminuyendo la sintesis del PHB y se podria
observar claramente el efecto que tiene los cambios de agitacion en la respiraciéon celular y
en la calidad de alginato. Ademas, existen algunas evidencias, en que una disminucién en la
sintesis de PHB disminuye el valor de la qO y esto podria tener un efecto hidrodinamico
sobre las células. También, sabe que presenta un mayor rendimiento en la produccién de
alginato y puede alcanzar concentraciones superiores de alginato a las obtenidas hasta ahora

con A. vinelandii silvestre.

Todo esto ayudaria a comprender proceso de respiracion de A. vinelandii y el efecto en la
calidad de alginato con el fin de obtener un producto de caracteristicas conocidas y definidas,
para asi poder establecer un bioproceso que genere un producto con un mayor valor

agregado y pueda ser utilizado en la industria con fines biomédicos y biotecnolégicos.
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3. HIPOTESIS

Basados en los antecedentes que muestran que la calidad del alginato puede ser determinada
por la respiracion celular y que la qoz puede ser propuesto como un parametro indicador de

estrés hidrodinamico.

Se establece la siguiente hipotesis: un aumento en la qO2 disminuira el peso molecular de
alginato sintetizado por células expuestas a diferentes condiciones de agitacion sin sufrir dafo

subletal por la exposicién a altos esfuerzo de corte.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general:

Evaluar si las condiciones de hidrodinamica tienen un efecto sobre la respiracion celular y la
calidad del alginato, en cultivos de A. vinelandii ATCC 9046 expuestos a diferentes esfuerzos

de corte.

4.2. Objetivos especificos

1. Establecer un rango de condiciones hidrodinamicas (velocidad de agitacién), a través

de la velocidad de consumo de oxigeno (qO2) en cultivos de A. vinelandii.
2. Estudiar el efecto de la velocidad de consumo de oxigeno (qO2) sobre la calidad del
alginato y los parametros de respiracion celular utilizando A. vinelandii mediante

cultivos por lotes y en condiciones de diazotrofia.

3. Evaluar a nivel transcripcional algunos genes claves involucrados en la produccion de

alginato en cultivos de A. vinelandii.
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5. METODOLOGIA

5.1. Metodologia experimental

5.1.1. Microorganismo y preservacion

El microorganismo que se utilizd fue Azotobacter vinelandii ATCC 9046. A. vinelandii
se mantuvo congelada en crioviales con glicerol al 30 % a - 80°C. El stock de trabajo de la

bacteria se mantuvo a - 20 °C.

5.1.2. Preservacion de Azotobacter vinelandii

La conservaciéon de este microorganismo es a una temperatura de - 80°C.El

procedimiento consta de las siguientes etapas:

- Crecer el microorganismo en medio de cultivo liquido (medio de cultivo utilizando
sacarosa 20 g L' como fuente de carbono y energia y sin fuente de nitrogeno)
hasta que esté en la mitad de la fase de crecimiento (aproximadamente 24h).

- Previamente, esterilizar tubos crioviales de 2 mL (o nuevos estériles, listos para
utilizar) y una solucién de glicerol al 85%.

- Agregar a cada criovial 300 uL de glicerol y una alicuota de 700 uL de caldo de
cultivo.

- El volumen final del tubo criovial es 1 mL, luego mezclar (agitar con la mano, NO
USAR vortex) y rotular con nombre, fecha de preparacion del glicerol y el nombre
de la persona que los ha preparado.

- Guardar los crioviales previamente preparados a 4°C durante 4 horas, luego a -
20°C durante 24 horas y finalmente traspasar a - 80°C.

- Dejar los crioviales necesarios para utilizarlos como microorganismos de trabajo

los cuales se conservan a - 20°C.
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5.1.3. Medio de cultivo

El medio de cultivo que se utilizé para la propagacion de la bacteria y su cultivo en

reactor, el cual es detallado en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1 Composicion de medio de cultivo para A. vinelandii ATCC 9046 (Pefa et al., 1997)

Férmula Pureza (%) Concentracion
Compuesto
molecular (g L")
Sacarosa CsH1206 >99.9 20
Fosfato de potasio =999
L K2HPO, 0.66
dibasico
Fosfato de potasio =999
o KH2PO, 0.16
monobasico
Sulfato de calcio CaSO0y =999 0.05
Cloruro de sodio NacCl 99.9 0.2
Sulfato de magnesio MgS0O4*7H20 99.8 0.2
Molibdato de sodio NaMoO4*2H,0 99.9 0.0029
Sulfato de hierro FeSO4*7H,0 99.9 0.027

5.1.4. Preparacion y esterilizacion del medio de cultivo

Para la elaboracién del medio de cultivo se prepararon por separado tres soluciones:
fosfatos de potasio y sacarosa; stock de sulfato de calcio (25 x); y un stock de sales (100 x).
Con el fin de evitar la precipitaciéon del FeSO., las soluciones se esterilizaron por separado a
121 °C durante 20 minutos en un autoclave marca Lab-Tech, modelo LAC-5100SD; una vez
frias se mezclaron en proporciones determinadas y en condiciones de esterilidad bajo
mechero Bunsen. El pH de cada uno de los medios fue ajustado a 7.0 con una solucién de
NaOH 2 M.

5.1.5. Preparacion y esterilizacion del medio de cultivo en el reactor

Para la preparacion del medio de cultivo en el reactor, se prepararon por separado
tres soluciones a diferentes proporciones: 1275 mL de fosfatos de potasio y sacarosa dentro

del biorreactor; 60 mL de sulfato de calcio; 15 mL de componentes restantes. Con el fin de
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evitar la precipitacion del FeSOy, las soluciones se esterilizan por separado a 121 °C durante
30 minutos. El reactor fue sellado de acuerdo con su configuracion antes de ser esterilizado
a 121°C durante 30 minutos en un autoclave marca LabTech, modelo LAC-5100SD. Una vez
frias se mezclaron dentro del reactor en condiciones de estériles. El pH del medio de cultivo
(completo) fue ajustado a 7.2 con una solucion NaOH 2 M la cual fue autoclavada por

separado.

5.1.6. Preparacion del pre-inéculo.

Para la preparacion del indculo, primero la bacteria A. vinelandii se propag6 a partir
de un criovial que contenia 1 mL de caldo de cultivo en placas de Petri con medio de cultivo
mencionado anteriormente en la tabla 5.1, incorporando agar 20 g L' y extracto de levadura
3 g L. Estas se mantuvieron por 72 h en un incubador marca Lab-Tech modelo Memmert a
30°C.

5.1.7. Preparacion de inéculos

El indculo para los cultivos en biorreactor se llevé a cabo en dos matraces Erlenmeyer
de 500 mL con 100 mL de medio de cultivo, inoculados con células previamente crecidas
obtenidas de placa de Petri. Estos matraces se incubaron a 30 °C y 200 rpm durante 22 horas
o hasta alcanzar % de la concentraciéon de biomasa definida previamente en matraces durante

la etapa de crecimiento (1,0 g L") en un shaker orbital marca Lab-Tech modelo LSI-3016R.
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5.2. Metodologia analitica

5.2.1. Determinacion de la concentracion de biomasa por método gravimétrico

La concentracion de biomasa se determind6 mediante el método gravimétrico. Se
tomaron 10 mL de caldo de cultivo al cual se adicion6 1 mL de EDTA 0,1 My 1 mL de NaCl
1,0 M. Se centrifugd a 9000 rpm por 10 min en una centrifuga marca Hettich zentrifugen
modelo Universal 320 R, luego el sobrenadante se guardo a -20 °C en un congelador. El pellet
de biomasa se lavo tres veces con 10 mL de agua destilada. El pellet lavado se dejé secar
en crisoles de ceramica previamente secados a 105 °C hasta peso constante en una estufa
marca Lab-tech modelo Memmert. El pellet seco fue pesado en balanza analitica marca
Radwag modelo AS 220/C/2 ya que por diferencia del peso del capacho (o crisol) antes de
colocar la muestra y luego de secar la muestra a 105°C hasta peso constante y considerando
el volumen de 10 mL, se obtiene la concentracion celular (Ponce et al., 2021). Para estimar

la biomasa de forma mas rapida se realizd una curva de calibrado de biomasa

presentada en el Anexo 1.

5.2.2. Determinacién de la concentracion de sacarosa por hidrélisis acida-DNS

El método colorimétrico se basa en la hidrdlisis de la sacarosa usando HCI
concentrado y la posterior medicién de los azucares reductores libres por la reduccion con el
acido dinitrosalicilico (DNS) que reacciona con la sacarosa tras su hidrdlisis quimica con HCI,
formando un complejo nitroamino coloreado (amarillo), cuya densidad 6ptica es proporcional

a la concentracion de grupos reductores (Miller,1959).

5.2.21. Preparacioén reactivo DNS

La solucion de DNS se preparé pesando 1,6 g de hidroxido de sodio, 30 g de tartrato
de sodio y 1 g de reactivo DNS de la siguiente manera. En un vaso precipitado de 200 mL se
adicionaron 50 mL de agua destilada en donde se disuelve el hidréxido de sodio y el tartrato
de sodio. La solucién se calienta con agitacion en una manta calefactora y se le agrega
lentamente el reactivo DNS, una vez disuelto se pone a temperatura ambiente y se deja
enfriar. La solucién se aforé a 100 mL con agua destilada. El reactivo DNS fue almacenado

en una botella ambar envuelto en papel aluminio a temperatura ambiente.
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5.2.2.2. Determinacion de la concentracion de sacarosa

- Tomar 1 mL del sobrenadante de caldo de cultivo.

- Diluir convenientemente y 1 mL de cada dilucién se mezcla con 0,1 mL de &cido
clorhidrico concentrado (HCI) y se disponen los tubos eppendorf de 2 mL en un bafo
a 60°C durante 10 min.

- Retirar los tubos del bafio y se les agrega 0,9 mL de hidroxido de sodio (NaOH) 1,7 N
para neutralizar la reaccion.

- Tomar 1 mL y agregar 1 mL la solucién de DNS, posteriormente tapar los tubos y
disponer en un bafo a ebullicién durante 5 min.

- Retirar los tubos del bafio a ebullicion y colocan en un bafio de hielo en donde se
agrego 10 mL de agua destilada a cada tubo.

- Medir la absorbancia de cada tubo a 540 nm usando como blanco la solucién con sélo
agua destilada.

- Los valores obtenidos de absorbancia se extrapolaron en la curva de calibrado de

sacarosa realizada la cual se encuentra en el Anexo 2.

5.2.2.3. Curva de calibrado de sacarosa:

- Preparar 100 mL de solucion aforada estandar de sacarosa de 2 g/L con agua
destilada.
- Preparar diferentes concentraciones que varien entre 0,1y 2 g/L, respectivamente.

- Tomar 1 mL de cada diluciéon anterior y mezclar con 0,1 mL de &cido clorhidrico

concentrado, agitar y disponer los tubos en un bafio a 60°C durante 10 min.

- Realizar un blanco en el cual se reemplaza la solucion estandar por agua destilada.

- Retirar los tubos del bafo y agregar 0.9 mL de hidréxido de sodio 1,7 N para
neutralizar la reaccion (agitar).

- Tomar 1 mL y agregar 1 mL de la solucion de DNS, posteriormente, tapar los tubos,

agitar con vortex y disponer en un bafio a ebullicién durante 5 min.
- Retirar los tubos del bafio a ebullicion y colocar en un bafio de hielo durante 5 minutos.
- Agregar 10 mL de agua destilada a cada tubo.

- Medir la absorbancia de cada tubo a 540 nm usando como blanco la solucién con

agua destilada.
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5.2.3. Extraccién y cuantificacion del alginato

Se basa en la precipitacion del alginato con isopropanol frio y una posterior
cuantificacion gravimétrica (Pefa et al., 1997). La técnica se lleva a cabo de la siguiente
manera:

- Tomar 10 mL del sobrenadante de caldo de cultivo y mezclar con 1 mL de EDTA 0,1

My 1 mL de NaCl 1 M.

- Adicionar 30 mL de isopropanol frio (-20°C) (grado técnico), dejar reposar la solucion

durante 24 h a 4°C en un refrigerador marca Mademsa modelo NORDIK MR 480

PLUS para que se produzca la aparicion del alginato.

- Filtrar la solucion utilizando una bomba a vacio, en membranas Millipore de 0,22 uym
previamente secadas a 80°C hasta peso constante y pesados en una balanza analitica

marca Radwag modelo AS 220/C/2.

- Secar las membranas con el alginato filtrado en una estufa marca Lab-Tech modelo

Memmert a 35°C hasta peso constante.

- Disponer las membranas secas en una desecadora durante 10 min y posteriormente

se pesan en una balanza analitica marca Radwag modelo AS 220/C/2.

- Por diferencia de peso se obtiene la concentracion de alginato.

5.2.4. Determinacion peso molecular de alginato promedio

Para determinar el peso molecular del alginato se utiliza la técnica de cromatografia
de exclusion molecular. Se analizaron las muestras en un sistema HPLC con una columna
Ultrahydrogel 500 conectada a Ultrahidrogel lineal, acoplado a un detector de indice de

refraccion.

- Preparar una solucion de alginato de aproximadamente 5 mg mL™" en NaNO3 0,1 M.
- Dejar reposar entre 24 a 48 h a temperatura ambiente.
- Filtrar la muestra utilizando filtros de jeringa de membrana Nylon de 0,22 ym de

tamanfio de poro.

5.2.41. Curva de calibrado para determinar el peso molecular de alginato

Para realizar la curva de calibrado, como estandar se utilizaron pululanos de
Aureobasidium pullulans con pesos moleculares en un rango de 22,8 a 778 kDa como
estandares de la marca Shodex STANDARD (Diaz-Barrera et al., 2007). Se prepararon 3
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soluciones estandar de 0,5 mg mL" en NaNO3 0,1 M con diferentes pesos moleculares. Se

utilizé una solucion de NaNOs 1 M como fase moévil, un volumen de inyeccion de 100 pL, a

35°C y un flujo de 0,8 L min™'. Los valores de los cromatogramas obtenidos se interpolaron a

la curva de calibrado de pesos moleculares para los estandares comerciales. La curva de

calibrado se encuentra en el Anexo 3.

5.2.5.

Determinacién del contenido de acido manurénico y acido gulurénico

La caracterizacién de la cadena de alginato en cuanto a la razén de acido gulurénico

y manurénico es realizada mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

(FTIR) con la técnica de reflectancia total atenuada (ATR).

5.2.6.

Utilizar entre 2 - 3 mg de alginato.

Dejar reposar al menos por 5 h a -80°C y luego liofilizar durante 72 h.

Utilizar un espectrometro (FT/IR-4600, Jasco) y las lecturas se realizan en un rango
de longitud de onda de 600 - 4000 cm™ y una resolucién de 2 cm™.

Para cada muestra, se realizaron 64 exploraciones.

Limpiar el mddulo con etanol y luego ejecutar un background con aire.

Disponer la muestra sobre el visor y ajustar la prensa presionando la muestra contra
el visor, verificando que el visor esté completamente cubierto por la muestra.
Ejecutar la lectura, visualizando que el espectro infrarrojo tenga una definicion
pronunciada de los peaks.

Utilizar el software KnowltAll para realizar una correccién de linea base a todos los
espectrogramas obtenidos y una normalizacion de 100% a 10% (datos en
transmitancia).

Analizar los numeros de onda de 1320 cm™ (weak-broad) y 1290 cm™ (weak-
shoulder), correspondientes a los enlaces de C-O stretching caracteristicos del acido
gulurénico y acido manuronico, respectivamente (Sartori et al., 1997; Filippoov &
Kohn, 1974).

La razén G/M fue calculada dividiendo los valores obtenidos de la transmitancia a los

numeros de onda mencionados.

Determinacién del grado de acetilacion del alginato

Para la medicion del grado de acetilacidn, se determina el contenido de grupos acetil

en la molécula (Diaz-Barrera et al., 2017). Para ello:
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- Pesar 10 mg de alginato y disolver en 500 ul de agua MiliQ.

- Adicionar 500 pl de una solucién 1 N de hidroxido de sodio (NaOH) e incubar a 80°C
por 2 horas.

- Enfriar las muestras a temperatura ambiente y acidificar mediante la adicion de 625 pl
de H3PO4 1,5 M.

- Centrifugar la muestra a 10.000 rpm durante 15 minutos en una centrifuga para tubos
eppendorf.

- Separar y conservar la fase liquida resultante de la centrifugacion para la

cuantificacion de acetato en un sistema HPLC.

5.2.6.1. Curva de calibrado para determinar el grado de acetilacion de alginato

Para realizar la curva de calibrado, se utilizara como estandar acido acético a
diferentes concentraciones 40 y 350 mg mL™" utilizando una columna Aminex HPX-87H marca
Bio-rad, acoplado a un detector UV Serie 200, marca Perkin Elmer. Se utilizé una longitud de
onda de 215 nm, con acido sulfurico 0.005 M como fase mévil, un volumen de inyeccién de
20 pL, a una temperatura de trabajo de 35°C y un flujo de 0,6 L min™'. El tiempo de corrida de
cada muestra fue de 33 min. Los valores del area obtenida en cada muestra se interpolaron

en una curva de calibrado de acido acético preparada previamente en el Anexo 5.

5.2.7. Cuantificacion del contenido de PHB

La cuantificacién de PHB se llevd a cabo mediante la hidrdlisis acida obteniendo acido
croténico por tratamiento con acido sulfdrico concentrado para una posterior medicion por
HPLC acoplado a un detector UV (Diaz-Barrera et al., 2016).

- Pesar entre 2,5y 3,5 mg de biomasa seca en tubos eppendorf de 2 mL y adicionar 1
mL de acido sulfurico concentrado (marca Winkler).

- Incubarla muestra a90 °Cy 700 rpm durante 1 h, en un Thermo-Shaker marca Biosan
modelo TS-100.

- Posteriormente, enfriar las muestras y se diluyeron diez veces con agua MilliQ.

- Filtras las muestras utilizando filtros de jeringa de membrana de PDVF con un tamafio
de poro de 0,22 ym.

- Analizar las muestras ya filtradas por un sistema HPLC con una columna Aminex HPX-

87H marca Bio-rad, acoplado a un detector UV Serie 200, marca Perkin Elmer.
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- Se utilizé una longitud de onda de 215 nm, con acido sulfarico 0,005 M como fase
movil, un volumen de inyeccién de 20 uL, a una temperatura de 35 °C y un flujo de 0.6
L min”. Los valores obtenidos se interpolaron a la curva de calibrado de acido
croténico marca SIGMA en un rango de 5 mg L' a 160 mg L™ la cual se encuentra en

el Anexo 4.

5.2.8. Determinacién de la expresion génica

El ARN se aisl6 de células cultivadas utilizando un kit de aislamiento de ARN de alta
pureza (Roche Life Sciences, Alemania) y se traté con ADNasa libre de ARNasa (Roche) de
acuerdo con las recomendaciones del fabricante. EI ARN se cuantificé utilizando un sistema
BioSpec-nano. La transcripcion inversa-PCR en tiempo real se realizé con los cebadores
utilizados para alg8, alg44, algL, alyA1, alyA2, alyA3, algE7, cydA, algV, algU, nifH, rpoS y
gyrA.

El ADNCc se sintetizé utilizando un kit de sintesis de ADNc de primera hebra RevertAid
H Minus (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Para
RT-qPCR, se retrotranscribieron 100 ng de ARN total.

La PCR en tiempo real se realiz6 en un sistema de PCR en tiempo real AriaMx (Agilent
Technologies, EE. UU.) utilizando Brilliant II SYBR@ Green QPCR Master Mix (Agilent
Technologies, EE. UU.).

Las muestras se desnaturalizaron durante 5 min a 95 °C. Se utilizaron cuarenta ciclos
de amplificaciéon para PCR en tiempo real con transcripcion inversa (95 °C durante 15 s, 59
°C durante 15 sy 72 °C durante 15 s)(Ponce et al., 2021).

El analisis de la curva de fusién confirmé la amplificacion de un solo producto para
cada par de cebadores. Los resultados se analizaron utilizando el método 2 -AACT
(Schmittgen & Livak, 2008; Livak & Schmittgen, 2001)

Los valores de expresion génica relativa se normalizaron utilizando gyrA como gen de
mantenimiento, y se informan como los cambios en el pliegue con respecto a los niveles de
transcripcion de cultivos a diferentes velocidades de agitacion(Diaz-Barrera et al., 2017). A
continuacion, en la Tabla 5.2 se muestra el disefio de cebadores utilizados en esta

investigacion.
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Tabla 5.2 Disefio de cebadores para la expresion génica por gPCR en tiempo real

Genes Cebadores Genes Cebadores
alg8-F 5-TGTTGAACCAGCTCTGGAAG-3' alg8-R 5-CCTACCCGCTGATCCTCTAC-3'
alg44-F 5-CGACAACTTCACCGAAGGG-3' alg44-R 5"TGACGAAGTAGAGGTCGTAGAG-3'

alge7-F 5-AGATAGGTGCGGTTGGTTTC-3' alge7-R 5-CTCCGACCTGATTCTCGATT-3'

algL-F 5-GCCCAGTAGGAGTGGTTGTT-3' algL-R 5-CTGAAATTCTCCAGTTCGCA-3'

alyA1-F 5-CGGTCGGTATTGCACATAGA-3' alyA1-R 5-CAAGATCCACCGTTTGAGTG-3'
alyA2-F 5-AACTGAGTGCAACCTTGACG-3' alyA2-R 5-GCTGCACGTTGATCTTGAAT-3'
alyA3-F 5-GCCTCCTCAACTTCTGCAAC-3' alyA3-R 5 -TACCTTGTCATCCCCACCAT-3'
nifH-F 5'-GCC GAA AAG ATC ACC AAC GA-3' nifH-R 5-ATA GGC GCC GTTTTC TTC CA-3'
cydR-F  5-CCT CCG AAGAGCAGA TCAAG-3' cydR-R  5-GCA GAC AAA CAG GAT GAG CA-3'
algU-F 5-TCT CGG TTT GAT CGT GCG TT-3' algU-R 5-GAG ACG CCA TGA TCA GCT TA-3'
rpoS-F 5'-CCT CAA CGA AAT CGG CTT CT-3' rpoS-R 5-AGT CGCAGG TTG CTT TCG AT-3'

gyrA-F 5-ACCTGATCACCGAGGAAGAG-3' gyrA-R 5-AGGTGCTCGACGTAATCCTC-3'

5.2.9. Determinacion de la morfologia celular utilizando SEM

Se observo la morfologia celular mediante microscopia electrénica de barrido (SEM)
a diferentes tiempos de cultivo. Las muestras se prepararon mediante lo descrito por Shapiro,
(1987).

5.2.10. Determinacion de la viscosidad

Para la determinacion de la viscosidad del cultivo y del alginato, se utilizé un
viscosimetro Brookfield Synchroelectric-LVT, utilizando el husillo numero 18, a 30°C. Se
consider6 que la viscosidad del caldo depende de la concentracion del alginato producida

para cada velocidad de agitacién utilizada (Garcia-Ochoa et al., 2013b).
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5.3. Preparacion de hidrogeles de alginato bacteriano

5.3.1. Formacién de hidrogeles de alginato bactriano con reticulacion iénica

Se obtuvieron diferentes tipos de alginato seco con diferentes pesos moleculares los
cuales fueron clasificados en tres tipos: alto peso molecular, medio peso molecular y bajo
peso molecular. Se pesaron 20 mg y 100 mg de alginato seco el cual fue sometido a una
reticulacion iénica de CaCl al 2% p v' para formar el hidrogel de alginato bacteriano (Figura
5.1.).

Alginato seco Reticulaciénidnica Hidrogel de alginato
con CaCl (2%)
Figura 5.1 Esquema representativo de formacion de hidrogeles de alginato con reticulaciéon

ionica.

5.3.2. Prueba de estabilidad de hidrogeles de alginato bacteriano

Se pesaron 20 mg de alginato seco triturado homogéneamente, a eso se le afiadio 1
mL agua MilliQ y se mezcldé durante una hora en un bafio de ultrasonido a temperatura
ambiente. Luego se afnadié 4 mL de la solucion de CaCl al 2% p v'y se dejé inmerso el
hidrogel en esa solucion durante 24 h a temperatura ambiente. Posteriormente se retir6 el
hidrogel de la solucién liquida. Luego la muestra se lava 3 veces con agua MilliQ, después
de cada lavado se mezcla durante treinta minutos. Finalmente, el hidrogel se deja
deshidratando a temperatura ambiente (Figura 5.2).
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Hidrogel Hidratacién con Hidrogel Deshidrataciona
agua hidratado Temperatura ambiente

Figura 5.2 Esquema de estabilidad de hidrogeles de alginato.

5.3.3. Microscopia electréonica de Barrido (SEM)

Se utilizé microscopia electronica de barrido (SEM) para examinar la microestructura
de los hidrogeles de alginato utilizando un microscopio electronico de barrido (FEI Co., EE.
UU) (Funes et al., 2023).

5.3.4. Cuantificacion de espectros de hidrogeles de alginato por FTIR-ATR

Los espectros infrarrojos de hidrogeles de alginato se obtuvieron utilizando un
espectrémetro infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR) (IRaffinity-1S, Shimadzu) y el
meétodo ATR con un prisma de germanio (MIRacle 10, Shimadzu) en el rango de 4000-700
cm ', Los patrones de difraccion de rayos X en polvo (DRX) se adquirieron utilizando un
difractometro Bruker D8 Endeavor equipado con un anticatodo de Cu (radiacion Ka, que opera
a 40 kV - 40 mA).

5.4. Determinacion experimental de parametros de transferencia y consumo

de oxigeno

5.4.1. Calibracion sensor de oxigeno disuelto

Se utilizaron dos biorreactores, uno de 3 L (Applikon, Schiedam, Paises Bajos) y otro
de 2 L (Sartorius BBI Systems, modelo BIOSTAT® B plus) utilizando un volumen de trabajo
de 1,5 L. La bacteria se cultivd en el medio de cultivo descrito anteriormente. El cultivo se
llevé a cabo a 30 °C con un flujo de aire de 1,5 L min~" (1,0 vwvm) a pH 7,2 £ 0,1, controlado
automaticamente mediante la adiciéon de NaOH 2 M. El biorreactor se oper6 a 50,100,150,
200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900 y 1000 rpm. La TOD se midi6 con un
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sensor de oxigeno polarografico (Applikon, AppliSens y Hamilton) y no se controlé. El sensor
de TOD se calibré con el medio de cultivo (30 °C) con aire para alcanzar una lectura de 100%
y con nitrégeno para obtener una lectura de 0%. Para cada velocidad de agitacion se realizd

previamente una calibracion por triplicado con el fin de tener una buena lectura.

5.4.2. Determinacién de k;a

Para cuantificar el coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (k; a) se utilizd
el método dinamico sin células. Este método consiste en suministrar aire hasta que el sistema
alcance una saturacion de oxigeno en el liquido. Luego se cortd el suministro de aire y se
introdujo una corriente de nitrégeno en el sistema, registrandose una disminucién de la
concentracion de oxigeno disuelto en funcién del tiempo. Finalmente, se restablecié el flujo
de aire a un valor estable. En ambos casos la pendiente de la grafica corresponde al valor de
k;a (Garcia-Ochoa et al., 2010b).

5.4.3. Correccidn del tiempo de respuesta del electrodo de oxigeno disuelto

Se determind el tiempo de respuesta del electrodo (tiempo necesario para alcanzar el
63 % de la lectura final de la TOD) transfiriendo el sensor del recipiente con medio de cultivo
burbujeado con nitrégeno (0 %) al biorreactor burbujeado con aire (100 % de saturacion). Se
asumié que la respuesta del electrodo seguia una cinética de primer orden. La ecuacion

utilizada fue la reportada por (Padilla-Cérdova et al., 2020).

5.4.4. Determinacion de la VTO

Se determiné la VTO a partir de los valores de k;a obtenidos, de acuerdo con la

siguiente ecuacién reportada (Garcia-Ochoa et al., 2009):

VTO = kpax*(C*—Cy) Ecuacion 5.1
Donde:
VTO: Velocidad de transferencia de oxigeno (mmol L™ h')
k,a : Coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (h™)
C* : Concentracion de oxigeno disuelto en equilibrio (mmol L)

C, : Concentracién de oxigeno disuelto obtenido desde la TOD en (mmol L)
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5.4.5. Determinacién experimental de la VCO método dinamico

La determinacion experimental de la VCO se puede realizar aplicando el método
dinamico con células. Este método se basa en la técnica propuesta por Bandyopadhyay et al.,
(1967) la cual mide la actividad respiratoria de las bacterias que estan creciendo activamente
en el biorreactor. Se suministra una corriente de aire saturado al biorreactor, luego se inocula
el biorreactor con células en fase de crecimiento (10% v/v del volumen de trabajo del
biorreactor). Se cierra el suministro de aire y la concentracion de oxigeno disuelto disminuira

de manera igual al consumo de oxigeno por la respiracién de los microorganismos.

De esta manera, la VCO se obtuvo a través de la pendiente de la grafica de la
concentracion de oxigeno disuelto (después de cerrar el flujo de aire) en funcién del tiempo.
La concentracién de biomasa fue de 0,1 g L' para todas las condiciones experimentales y los

experimentos fueron realizados por cuadruplicado para asegurar un buen ajuste.

5.4.6. Determinacién experimental de la VCO método dinamico modificado

Para determinar experimentalmente el valor de qO. se aplicé el método dinamico
modificado reportado por Gomez et al., (2006). Este método requiere interrumpir el flujo de
aire y una concentracion de oxigeno disuelto en el caldo de cultivo. En los cultivos de A.
vinelandii, el oxigeno disuelto durante la fase de crecimiento es cercano a cero. Por esta
razon, se introdujo una modificacidn que consiste en inyectar oxigeno puro durante 10
segundos, asegurando que la concentracién no supere el 20%. La evolucién de la TOD tras
el pulso permite estimar la qO- a partir de la biomasa presente en ese momento. Bajo estas

mismas condiciones, se cuantifico también la velocidad de consumo de oxigeno (VCO).

5.4.7. Método de correlacion empirica para la determinacién de k;a

La obtencion de la correlacién empirica del k;a se realizé utilizando el biorreactor

empleado en los cultivos correspondientes al Objetivo 2.

El estudio consider6é la variacion de tres variables independientes: la velocidad
superficial de paso de gas o flujo de aireacion (Vs), la velocidad de agitacion (N) y la
viscosidad aparente del medio (ua) (Garcia-Ochoa & Gomez, 2009; Puthli et al., 2005; Zhu

et al., 2001; Van't Riet, 1979). Para ello, se empleé el medio de cultivo liquido descrito en la
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Tabla 5.1. La variacion en la viscosidad aparente se logré mediante la adicion de alginato

bacteriano producido previamente a la condicién de 500 rpm.

Una vez obtenidos los valores de oxigeno disuelto bajo distintas combinaciones de
velocidad de agitacion y flujo de aireacién, se procedié a reducir progresivamente la
viscosidad del medio. Esto se realizé mediante el retiro de 200 mL del cultivo contenido en el
biorreactor y la incorporacion de un volumen equivalente de medio de cultivo liquido fresco,

libre de alginato disuelto.

La determinacién de la correlacién empirica del k; a fue realizada a través del modelo

potencial mostrada en la ecuacion 5.2:

kpa=Cx* V,** N8 x p,” Ecuacién 5.2

Donde se obtuvieron los parametros a, B y y mediante regresion lineal simple, utilizando la

ecuacion linealizada 5.3.

In (ka) =In(C) +aln(V) + B In(N) + yIn (ug) Ecuacion 5.3

Donde:

k, a: Coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (s™)
V.. Velocidad superficial de paso de gas o flujo de aireacién (m s™)
N : Velocidad de agitacion (rps)

Uy: Viscosidad aparente (Pa*s)

Utilizando la Ecuacién 5.3, se realizaron regresiones lineales simples con el objetivo
de determinar los exponentes asociados a cada una de las variables del k; a. Para obtener el
parametro a, fue necesario trabajar con N y u, constantes (Ecuacion 5.4), para determinar el
parametro 3, se debe trabajar con V; y u, constantes (Ecuacién 5.5) y para determinar el

parametro y, se debe trabajar con V; y N constantes (Ecuacion 5.6).

In (kpa) = A+ aln(lf) Ecuacion 5.4
In (kya) =B + B In(N) Ecuacién 5.5
In(kpa) =L+ yln (ug) Ecuacién 5.6
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Estos calculos individuales no solo permitieron estimar los exponentes, sino que
también verificaron la consistencia de los datos experimentales. Las lineas obtenidas en cada
regresion deberian ser aproximadamente paralelas, ya que su pendiente representa el
exponente correspondiente. La presencia de pendientes divergentes podria indicar la
existencia de valores atipicos o errores experimentales que interfieran con el ajuste global.
Posteriormente, y mediante regresion lineal multiple utilizando el programa Origin 2021, se

obtuvo la correlacion empirica definitiva.

5.5. Determinacion de variables

5.5.1. Determinacion de la velocidad especifica de crecimiento de biomasa

Para el calculo de la velocidad especifica de crecimiento de biomasa se empleé el
modelo logistico, determinado mediante Excel por la aplicacion Solver, la cual ha sido
previamente descrita en cultivos de A. vinelandii (Klimek & Ollis, 1980), la cual se presenta

en la ecuacion 5.7:

ax _ X .
i *Xx (1 Xméx) Ecuacion 5.7
Donde:
X : Concentracion de biomasa (g L™).

Xmax - Concentracion maxima de biomasa (g L™).

u : Velocidad especifica de crecimiento (h').

5.5.2. Determinacion de rendimientos

Los rendimientos fueron calculados en base a los datos experimentales obtenidos en

cada uno de los cultivos realizados.

a) Rendimiento de sacarosa en biomasa:

_X(®)—X,
Yers = So—S(t)

Ecuacion 5.8

b) Rendimiento de biomasa en alginato:

_ Alg(t)—-Alg(t,)

Yarg/x = X.—x(0) Ecuacién 5.9

54



c) Rendimiento de sacarosa en alginato:

Alg(t)-Alg(t, 5
Yagss = —gso_s(f)( ) Ecuacion 5.10

d) Rendimiento de sacarosa en PHB:

PHB(t)—PHB(t,)

Youp/s = EEr— Ecuacion 5.11
Donde:
Y ws . Rendimiento de sustrato en biomasa (g biomasa 9 sacarosa ')-
Y ags : Rendimiento de sustrato en alginato (g aiginato 9 sacarosa™').-
Y agx - Rendimiento de alginato por unidad de biomasa (g aginato 9 biomasa™)-
Y pheis © Rendimiento de sustrato en PHB (g aiginato  sacarosa™')-
X, . Biomasa en el tiempo inicial (g L™).
X(t) : Biomasa maxima en el tiempo (g L™).
So . Sustrato en el tiempo inicial (g L")
S(t) : Sustrato en el tiempo final (g L™).

Alg(t,) : Alginato en el tiempo inicial (g L™).
Alg(t) : Alginato maximo en el tiempo (g L™).
PHB(t,): PHB en el tiempo inicial (g L™).
PHB(t) : PHB maximo en el tiempo (g L™).

5.5.3. Determinacion de velocidades especificas

Las velocidades especificas de consumo de sacarosa y oxigeno fueron calculadas en base a

los datos experimentales.

a) Velocidad especifica de consumo de sacarosa:

—_1 S-S,

STXO t-tg Ecuacion 5.12

b) Velocidad especifica de consumo de oxigeno (calculada a diferentes tiempos del
cultivo):

__vco

Ecuacion 5.13
X

Donde:
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qs(t)

S(®)
q0;

X(t)
VCO

Velocidad especifica de consumo de sacarosa (g sacarosa J biomasa ' ")

Sustrato en el tiempo inicial (g L™).
Sustrato en el tiempo final (g L™").
Velocidad especifica de consumo de oxigeno (mmol g™ h')
Biomasa en el tiempo (g L™").
Velocidad de consumo de oxigeno (mmol L “"h™).

Concentracion de biomasa durante el cultivo (g L™).

5.5.4. Determinacion de productividades

a) Productividad volumétrica de alginato:

Qe = Alg(t)-Alg(to)
Alg t—to

b) Productividad especifica de produccién de alginato:

_ 1 Alg(®)-Alg(to)
a9 = X o t—tg

c) Productividad volumétrica de PHB:

Donde:

Quaig

QAlg

Alg(to) -

Alg(t)
X(t)

QPHB

PHB(t,):
PHB(t) :

__ PHB(t)-PHB(t,)
PHB = .
t—to

Productividad volumétrica de alginato (g aginato L' ™).
Productividad especifica de alginato (g aiginato Gbiomasa h™).
Alginato en el tiempo inicial (g L™").

Alginato maximo en el tiempo (g L™").

Biomasa en el tiempo (g L™).

Productividad volumétrica de PHB (g prs L' h™).

PHB en el tiempo inicial (g L).

PHB maximo en el tiempo (g L™").

Ecuacion 5.14

Ecuacion 5.15

Ecuacion 5.16
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5.5.5. Determinacién de poder viscosificante

El poder viscosificante fue evaluado en funcion de la viscosidad de la solucion a distintas
concentraciones de alginato. Los datos obtenidos se ajustaron a un modelo exponencial de
la forma (Pena et al., 2011):

n=axeb (Ecuacion 5.17)
Donde:
n : Viscosidad de alginato en (mPa*s)
c : Concentracion de alginato (g L™)

ayb : parametros empiricos obtenidos mediante regresion no lineal utilizando Microsoft
Excel.

5.5.6. Determinacion de parametros hidrodinamicos

a) Determinacién de la potencia de entrada:

—_ P
Np - p*N3*D5

Ecuacion 5.18
b) Determinacién de la potencia real de entrada del impulsor:

2* * 3 B .z
P=a (%) Ecuacion 5.19

*Los parametros a y f dependen del sistema del impulsor.

c) Determinacion de la energia de disipacion promedio:

P P

—_— = —— Ecuacion 5.20
p*V p*Z*TZ*H

Epromedio =
d) Determinacién de la microescala de longitud de Kolmogorov
= (%) Ecuacion 5.21

e) Determinacién velocidad de la punta del impulsor

Vpunta = T* N *D Ecuacion 5.22
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f) Determinacion de la velocidad de corte promedio y maxima

1
4xNy* pp*D? \2 3
P—”L) « N2
27xT*Uefectiva

Ypromedio = ( Ecuacion 5.23

3 1/2
Ymaxima = 3,3 * Nz * D * ( Pr ) Ecuacion 5.24

Hefectiva

g) Determinacion de la tension de corte

Tt = Uefectiva * Ypromedio Ecuacion 5.25

Donde:

N, Numero de potencia (Adimensional)

P Potencia real de entrada (W)

As Escala de longitud de Kolmogorov (m)

Epromedio - ENErgia de disipacion promedio (W kg 1)

Vpunta . Velocidad de la punta del impulsor (m s™)

Ypromeaio : Velocidad de corte promedio (s™)

Ymaxima - Velocidad de corte maxima (s™)

Tt

v

Tension de corte (N m2)

Viscosidad cinematica (m? s )

Hefectiva - Viscosidad del liquido (Pa*s)

p

Densidad (kg m)

Volumen (m?3)

Diametro del recipiente (m)
Altura del recipiente (m)
Potencia de entrada (W)
Velocidad de agitacion (rpm)

Diametro del agitador (m)
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5.6. Equipamiento

5.6.1. Descripcidén del sistema de fermentacién

5.6.1.1. Biorreactor marca Applikon

Se utilizé un reactor Applikon de 3 L de volumen total con 1,5 L de volumen util, marca
Applikon modelo ez2-Control el cual puede configurar, controlar y adaptar facilmente
parametros tales como el pH, la temperatura, el oxigeno disuelto, la agitacién, la espumay el
nivel para optimizar el bioproceso. Posee un control total del flujo de gas para reducir el

esfuerzo de cizalla para los cultivos celulares.

Este reactor se encuentra equipado con dos impulsores turbina Rushton, tres baffles
y un difusor de aire con siete orificios (Figura 5.3). El pH y la tension de oxigeno disuelto
(TOD) fueron monitoreados utilizando un electrodo de pH electroquimico tradicional o de un
solo uso donde su rango de medicion varia 0-14 pH y cuenta con una precision 0,01 pH.
También se utilizé un electrodo polarografico tradicional, LumiSens o de un solo uso donde
su rango de medicion va entre saturacion 0 - 100 % con una precision 0,1 % respectivamente,
ambos de la marca Applikon AppliSens. El pH fue controlado a 7.2 utilizando un controlador
integrado a la consola Applikon ez2-Control. Las dimensiones geométricas del biorreactor se

presentan en la Tabla 5.3.

Tabla 5.3 Dimensiones geométricas del biorreactor

Parametro Longitud (cm)
Altura del biorreactor (H) 22
Diametro tanque (T) 13
Didametro impulsor (Di) 4,5
Distancia entre impulsores (E) 4
Ancho de baffles 1,5
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weEs .

Figura 5.3 Esquema del montaje del sistema de reactor y equipos auxiliares.

Nomenclatura biorreactor:
1. Biorreactor Applikon
Baffles
Impulsor tipo Rushton (4,5 cm @)
Sensor de TOD
Electrodo de pH

2

3

4

5

6. Difusor de aire
7. Sensor de Temperatura

8. Toma de muestra

9. Sistema de control de temperatura
1

0. Condensador para salida de gases

5.6.1.2. Biorreactor marca Sartorius

Se utilizé un biorreactor de 2 L de volumen total con 1,5 L de volumen util marca
Sartorius BBI Systems, modelo BIOSTAT® B plus el cual posee una torre de control que
incluye los moédulos de aireacion, bombeo y control de la temperatura (Figura 5.4 y 5.5). Este
reactor se encuentra equipado con dos impulsores turbina Rushton, cuatro bafles y un difusor
de aire con doce orificios. El pH y la TOD fueron monitoreados utilizando un electrodo de pH
marca Hamilton modelo EasyFerm Bio donde su rango de medicion varia 0-14 pH. El sensor
de TOD Hamilton es un sefior polarografico especializado adecuados para mediciones de

oxigeno gaseoso disuelto donde su rango de medicion va entre saturacion 0 - 100 %.
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El control de temperatura (en un rango maximo de 0 - 100 °C) se lleva a cabo mediante
un sensor Pt-100 con un error de + 0,1 °C. La temperatura se regula mediante la circulacion
de agua desionizada por un circuito cerrado gracias al equipo de refrigeracion y recirculacion
de agua FRIGOMIX® 1000, de Sartorius. Mediante este sistema también se realiza la

circulacion de agua a través del condensador del fermentador.

Figura 5.4 Representacion de biorreactor Sartorius BBl Systems, modelo BIOSTAT® B
plus: estacion de control conectada a un reactor de 2 L. Esquema del biorreactor de

Sartorius senalando sus componentes.
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Figura 5.5 Esquema de la instalacién de Sartorius BBI Systems, modelo BIOSTAT® B plus:
estacion de control conectado a dos biorreactores de 2 L.
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5.6.1.3. Calibracion del electrodo de pH

El sensor de pH fue calibrado previo a la esterilizacién del biorreactor. Se utilizaron

soluciones patron de pH 4,0 y 7,0. El procedimiento se realizé 3 veces.

5.6.1.4. Calibracion del sensor de oxigeno disuelto

Luego de haber polarizado el sensor de oxigeno disuelto por al menos 8 horas y que

la temperatura del reactor me mantuviera a 30°C, se procedié a su calibracion. Para calibrar

al 100% se hizo pasar un flujo de aire hasta saturar el medio de cultivo y posteriormente se

incorporo nitrégeno al medio para desplazar el oxigeno. La calibraciéon a 0% se realizdé una

vez que la lectura de la TOD descendiera y se mantuviera estable. Este procedimiento se

realizé 3 veces previo al inicio del cultivo.

5.6.2.

5.6.3.

Equipos para asegurar condiciones de esterilidad

Autoclave marca JP Selecta, modelo Presoclave Il 80. Se empled para esterilizar
medios de cultivo y el material necesario gracias al efecto del vapor de agua a una
presién de 1.2 bares y una temperatura de 121 °C durante 15 minutos. Este equipo
puede operar en un rango de temperaturas comprendido entre 80y 134°Cy 0.62 a 2

bares de presion. Tiene una capacidad de 80 L.

Cabina de flujo laminar marca TELSTAR, modelo Mini-V/PCR. Camara de flujo vertical

cuya velocidad de impulsion de aire maxima es de 0,45 m s™'. Consta ademas de un
filtro de aspiracion, un filtro absoluto HEPA y una lampara de luz ultravioleta. Este
equipo permite la manipulacion del microorganismo sin riesgo de contaminacioén, pues
el aire inyectado a través del impulsor evita la presencia de particulas en suspensién

y actua como barrera contra microorganismos del exterior de la cabina.

Equipos para la conservacion y cultivo celular

Ultrafreezer para la conservacion de los microorganismos, se empled un
ultracongelador Sanyo modelo VIP serie MDF U33V, cuyo rango de temperaturas

comprende los -50 y -86 °C.
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b)

c)

5.6.4.

Estufa marca Selecta, modelo S-202, empleada para la incubacion de los

microorganismos en placa Petri.

Estufa marca Lab-tech modelo Memmert, empleada para la incubacion en placa petri.

Rango de temperatura hasta +300 °C.

Incubadora orbital marca Sartorius, modelo Certomat® 1S. Equipo con calefaccion por

circulacion de aire y movimiento orbital de 256 mm de diametro, utilizado para las
incubaciones. Es capaz de operar hasta una temperatura maxima de 60 °C y un rango

de agitaciones de 40-400 rpm.

Incubadora orbital marca Lab-tech modelo LSI-3016R refrigerada con agitacion,

utilizada para incubar matraces de cultivo. Posee control digital PID, temperatura de
10 a 60°C, precision + 0.1 a 25°C. agitacion de 0 a 300 rpm, reloj de 99 h 59 min.

Equipos de analisis

Cromatégrafo de liquidos de alta resolucion para calcular el grado de acetilacién, las

muestras se determinaron mediante un cromatografo de liquidos Agilent, modelo
Series 1100, controlado con el software Agilent ChemStation®. El equipo consta de:
una cabina de disolvente, con botellas que contienen los distintos eluyentes; un
desgasificador de vacio para la eliminacion de burbujas de la fase mévil; una bomba
cuaternaria que impulse un determinado caudal del eluyente; un inyector automatico
capaz de succionar un volumen de muestra programado e introducirlo en una valvula
de seis vias para su mezcla con la fase movil; el horno de columna termostatizado
para control de la temperatura en la columna de separacioén de los componentes de la
muestra; un detector de diodos con una lampara de deuterio y una matriz de
fotodiodos, para la obtencidon de un espectro de absorcién UV-Vis (Ultravioleta-
Visible); y un detector de indice de refraccion con una celda de muestra y otra de

referencia.

Espectrofotdmetro de absorcion UV-Vis marca JASCO, modelo V-630. El sistema

optico constaba de un monocromador simple, con un intervalo de longitud de onda de
190-1100 nm y un ancho de banda espectral de 1.5 nm. Como detector usaba un

fotodiodo de silicio (S1337). Para las medidas en la region UV se emplea una lampara
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5.6.5.

f)

g)

de deuterio, de 190-350 nm, mientras para la region visible e infrarrojo proximo se

utiliza una lampara halégena de tungsteno, de 330-1100 nm.

Equipos auxiliares

Balanza analitica marca Radwag modelo AS 220/C2 rango dual equilibrio con un

tiempo de Estabilizacion de 3 segundos, una capacidad de 4500 g y legibilidad de 1

mg.

Balanza analitica marca Radwag modelo PS 4500/C2 rango dual equilibrio con un

tiempo de Estabilizacidon de 3 segundos, una capacidad de 220 g y legibilidad de 0,1

mg.

Balanza de precisién _de Sartorius, modelo modelo Practum 1102-1S (capacidad

maxima de 1100 g y precision de £ 0,01 g)

Balanza analitica de MS204S de Mettler Toledo (capacidad maxima 220 g y precisién
de + 0,0001 g).

Viscosimetro equipo de tipo caida de bola de Anton Paar, modelo AMNv, con un rango
de medida de 0,3-1000 + 0,001 m Pa*s.

Centrifuga marca Hettich modelo La UNIVERSAL 320 es una centrifuga universal
compacta refrigerada. La temperatura puede ajustarse entre -20 °C hasta +40 °C.
Posee una velocidad maxima de 9000 rpm para tubos de 50 mL, o 16000 rpm para
tubos de Eppendorf de 1,5 mL.

Centrifuga marca SIGMA, modelo 4-16K, utilizado tanto en la separacién celular del
caldo de cultivo. Permite controlar la temperatura entre -20 y 70 °C y consta de un
rotor con una velocidad maxima de 9000 rpm para tubos de 250 mL o un rotor capaz

de alcanzar 15000 rpm para tubos de Eppendorf de 1,5 mL.

Microcentrifuga marca IKA®, modelo mini G, con capacidad para 8 microtubos de

hasta 2 mL. Empleada para la separacion de sobrenadante y pellet. Trabaja a una

velocidad fija de 6000 rpm.
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)

k)

Estufa de secado marca Selecta, modelo S-202, capaz de controlar la temperatura
entre 40-200 + 0,5 °C.

Estufa marca Lab-tech modelo Memmert, empleada para la realizacion del método de

peso seco. Rango de temperatura hasta +300 °C.

Termo agitador marca Eppendorf, modelo ThermoMixer® C se utilizé para la

incubacion de muestras para medir acido crotdnico. Este equipo tiene la capacidad de
enfriar las preparaciones 15°C por debajo de la temperatura ambiente y hasta 100°C,

usando una agitacién orbital de 300-3000 rpm.

Medidor de pH marca CRISON, modelo Basic 20. Este equipo es capaz de medir

valores comprendidos entre 2 y 16 unidades de pH con un error de + 0,01. La

calibracién se realizd siempre con 3 puntos, a valores de pH 4,01, 7,01y 9,21.

m) Sistema de purificacién de agua marca Younglin, aquaMAXTM-Ultra 370, con una

resistividad de 18. MQ-cm, concentracién de carbono organico total (Total Organic

Carbon-TOC) de 5~10 ppb y un caudal maximo de 1,5 L min™.

n) Microscopio dptico marca Zeiss, modelo Axioplan 2.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES PRIMER OBJETIVO

6.1. Produccion de alginato a diferentes velocidades de agitacion

Se realizaron cultivos por lotes de A. vinelandii a tres velocidades de agitacion (300, 500
y 700 rpm). La Tabla 6.1 muestra p, la concentracion maxima de biomasa, Yxs, la

concentracion maxima de alginato y PMPrnsx de alginato.

Tabla 6.1 Crecimiento celular y produccion de alginato en cultivos por lotes de A. vinelandii

realizados a diferentes velocidades de agitacion

Velocidad de . PMPmax
i Biomasamax 1) Yxis Alginatomax
agitacion alginato
L-1 h-1 -1 L-1
(rpm) (gL (h7) (997 (gL (kDa)
300 29+01 0,15+0,01 0,16 £ 0,02 29+0,1 357 £ 24
500 4,7+0,1* 0,2%0,01* 0,20 £ 0,01 3,7+0,2 588 + 31**
700 3,6 0,1 0,1+0,02 0,15+0,02** 5,5+0,2** 175 £ 46

Los valores corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacion estandar.
Las diferencias entre condiciones fueron evaluadas mediante andlisis de varianza
unidireccional (ANOVA). Se consideraron estadisticamente significativas segun el siguiente
criterio: * P < 0,05 (significativo), ** P < 0,01 (muy significativo), *** P < 0,001 (altamente

significativo).

La concentracién maxima de biomasa se obtuvo a 500 rpm, con un valor de 4,7 £ 0,1
g L, mientras que la concentracion mas baja se obtuvo a 300 rpm (2,9 + 0,1 g L™). Por otro
lado, n fue mayor a 500 rpm (0,2 + 0,01 h™") y el valor mas bajo se observé a 700 rpm (0,14 +
0,02 h"). El Yys fue mayor a 500 rpm, con un valor de 0,2 + 0,01 g g', mientras que a 300 y
700 rpm disminuyd considerablemente en comparacién con 500 rpm. A 700 rpm se obtuvo
una mayor concentracion de alginato (5,5 + 0,2 g L") en relacién con las otras velocidades

de agitacion.

Diaz-Barrera et al., (2021) y Ponce et al., (2021) utilizaron la misma bacteria para

producir alginato en cultivos a 300, 500 y 700 rpm en condiciones de TOD no controladas y
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en condiciones diazotréficas. Estos autores encontraron que a 700 rpm se produjo una mayor
cantidad de alginato entre 3,3 a 4,17 g L, lo que indica que, al aumentar la velocidad de
agitacion, la mayor parte del alginato se sintetizo en la fase estacionaria, mientras que a 300
y 500 rpm se sintetiz6 en la fase de crecimiento del cultivo. Medina et al., (2023) evaluaron la
produccién de alginato a tres velocidades de agitacion (200, 370 y 500 rpm) en cultivos con
A. vinelandii AT9 (presenta inactivacion del gen mucG), determinando que un aumento en la
agitacién y, por consiguiente, en la VTO, promovia el crecimiento celular y la produccién de

alginato.

Al analizar el PMPnax del alginato sintetizado (Tabla 6.1), a 500 rpm se alcanza el
mayor valor (588 + 31 kDa), mientras que a 700 rpm el valor es casi 3,4 veces menor. Diversos
articulos han reportado que las propiedades del alginato dependen del peso molecular, el
grado de acetilacién y el contenido de G/M (Castillo et al., 2013; Remminghorst y Rehm, 2006;
Augst et al., 2006).

Diaz-Barrera et al., (2021) reporté el efecto de velocidad de agitacion sobre el PMP y
la razén G/M del alginato en cultivos por lotes de A. vinelandii a diferentes escalas (3 y 30 L),
Sus resultados demostraron que, un aumento en la velocidad de agitacion incrementé py la
VTO, sin evidenciar dafio celular. Determinaron que un incremento de la qO2 promovié un
aumento en el PMP y en la razén G/M del alginato, mientras que valores superiores hubo una
disminucion de ambos parametros muy similar a nuestros resultados. Estos hallazgos
sugieren que el gO2influye directamente en la calidad del alginato posiblemente a través de
mecanismos relacionados con el metabolismo respiratorio, la disponibilidad de precursores
como el GDP-manurénico y/o la regulacion de las rutas de biosintesis y modificacion del

polimero.

Si bien se ha demostrado que la qO2 puede modular la calidad del alginato, aun no se
comprende completamente como las condiciones hidrodinamicas generadas por variaciones
en la velocidad de agitacion influyen directamente sobre la VCO y el qO.. Dado que estos
parametros estan relacionados el metabolismo respiratorio, comprender esta relacién es
clave para optimizar la produccién de alginato con propiedades controladas. Por tanto, es
necesario estudiar el efecto de las condiciones hidrodinamica sobre la VCO y el qO-, que

podrian explicar la relacion entre la velocidad de agitacion y la calidad del alginato.
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6.2. Determinacién de la VIO y VCO a diferentes condiciones de

hidrodinamica a través del cambio en la velocidad de agitacién

La caracterizacién hidrodinamica es un paso fundamental para optimizar cualquier
bioproceso, ya que las condiciones de mezclado y la VTO son criticas para el crecimiento y
metabolismo celular. En este contexto, la hidrodinamica se define como el estudio del
movimiento y la interacciéon de las fases liquida y gaseosa dentro del biorreactor bajo la
influencia de la velocidad de agitacion y/o aireacién. Un parametro clave para evaluar este
fendmeno es el coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (k;a) (Olmos et al., 2013;
Zhan et al., 2019).

Se realizé la determinacion experimental del k;a . Para ello, se empled el método
dinamico sin células, descrito originalmente por Bandyopadhyay et al., (1967) y detallado
ampliamente en la Seccién 5.4 de materiales y métodos. Para llevar a cabo esta técnica, se
midié la distribucién geométrica del biorreactor, la cual se detalla en el capitulo de materiales
y métodos (Tabla 5.3). Posteriormente, se midio el valor de k; a utilizando el método dinamico
sin células. Para ello, se empled el medio de cultivo propuesto en proporciones especificas

(Tabla 5.1), lo que permitié obtener curvas de desorcion y absorcion.

Se seleccionaron trece velocidades de agitacion, que variaron desde 50 a 1000 rpm,
y cada experimento se realizé por cuadruplicado para asegurar una buena reproducibilidad
ajuste robusto y antes de aplicar este método se calibré cada condicién por cuadruplicado,
Ademas, se estimo el tiempo de respuesta del electrodo (Seccién 5.4.2). Cabe destacar que,
bajo las condiciones estudiadas, fue necesario aplicar una correccién en la respuesta del

electrodo para las velocidades de agitacion de 800, 900 y 1000 rpm.
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Figura 6.1 Curvas de desorcion y absorcion para la determinacion del coeficiente

volumétrico de transferencia de oxigeno (k;a) mediante el método dinamico sin células.
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En la Figura 6.1 se muestran los valores de k; a obtenidos a las diferentes velocidades
de agitacion estudiadas. Se sabe que los cambios en la velocidad de agitacion afectan las

condiciones de mezcla y transferencia de oxigeno (Garcia-Ochoa et al., 2010a).

Se puede observar que el k;a aumenta de forma lineal conforme se incrementa la
velocidad de agitacion a partir de 400 rpm. A 50 rpm se obtiene un k;a de 16,2 £ 2,0 h' el
cual aumenta hasta 141,2 + 5,0 h”' cuando la velocidad de agitacion es de 1000 rpm. Ademas,
cabe destacar que, tanto la absorcién como la desorcidon poseen valores similares lo que

indica que hay consistencia en el analisis realizado.

Respecto de estos resultados, Scargiali et al., (2010) estudiaron diferentes métodos
para medir el k; a en biorreactores de tanque agitado aireados. Ellos comprobaron que uno
de los puntos clave para obtener valores confiables de k;a es asegurar una mezcla perfecta
entre las fases liquida y gaseosa, lo que resulta en valores similares en las curvas de
desorcion y absorcion; este hallazgo se correlaciona con nuestros resultados. Ademas, la
Figura 6.1 muestra que la relacion entre el k; a y la velocidad de agitacion puede dividirse en
tres regiones distintivas. Entre 50 y 400 rpm, el k;a exhibe un aumento gradual, pero mas
pausado. Esto sugiere que, a bajas velocidades de agitacion, no afecta de la misma manera
en la magnitud el k;a. A partir de las 400 rpm, se observa un incremento mas pronunciado y
lineal del k;a a medida que la velocidad de agitacién aumenta, indicando una mejor de
transferencia de oxigeno, probablemente debido a una mejor dispersion de las burbujas de

aire y un mayor contacto gas-liquido (Pinelli, 2007).

Finalmente, por sobre 700 rpm, el aumento en el k;a tiende a estabilizarse y una
tendencia a un valor mas constante o de saturacion cuando esta incluida la correccion del
tiempo de respuesta del electrodo. Esto podria indicar que se ha alcanzado la maxima
capacidad de transferencia de oxigeno del sistema y que a altas velocidades de agitacion el
k;a se ve afectado por el tiempo de respuesta del electrodo de oxigeno (Cerri et al., 2016).
Scargiali et al., (2010) analizaron la influencia del tiempo de respuesta del electrodo del
oxigeno y encontraron que, a mayores tiempos de respuesta, el valor del k;a estaba

influenciado por la precision del sensor de oxigeno, corroborando nuestros resultados.

En un estudio similar, Patel & Thibault, (2009) analizaron diferentes métodos para
medir el k;a utilizando un biorreactor de tanque agitado de 22 L. Observaron que, a bajas
velocidades de agitacion no hay un efecto en la magnitud del k;a incrementa de forma lineal,

lo cual es coincidente con nuestros resultados. Ellos sugieren que la velocidad de agitacion
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tiene una influencia "no significativa" sobre el k;a a bajas velocidades de agitacion, en

comparacion a altas velocidades de agitacion.

Finalmente, Damiani et al., (2014) reportaron que otros factores pueden influir en el
valor de k;a, como la transferencia de masa entre el espacio de cabeza y la fase liquida del
biorreactor. Utilizando un biorreactor de tanque agitado de 3 L con bajo flujo de aireacion,
determinaron que, al modificar la ecuacion de desorcion para la obtencion del k; a, obtuvieron
una mejor correlacion de los datos, sin embargo, de la misma forma observaron que a bajas
velocidades de agitacion no afecta de la misma forma la magnitud del k; a . Es por ello que,
ademas de los factores ya mencionados, la elecciéon del tipo de impulsor y la configuracion
son fundamentales para garantizar condiciones hidrodinamicas adecuadas que podrian
mejorar la correlacién del k; a a diferentes velocidades de agitacion (Chalmers, 2021, 2015;
Chalmers & Ma, 2015). Posterior a la determinacion de k;a se estimd la VTOmax para cada

velocidad de agitacion, la cual se muestra en la Tabla 6.2.

Tabla 6.2 Estimacion de la VTOmax utilizando k;a por método dinamico sin células

Velocidad de VTOmax
agitacion (rpm) (mmol L' h)
50 3,8+0,1
100 46+0,2
150 49+0,3
200 52+0,1
250 58+0,2
300 6,3+0,1
350 76+0,2
400 8,4+0,3
450 12,2+ 0,4
500 13,6 £ 0,2
600 21,7+0,5
700 28,7+0,9
800 30,1+£0,7
900 31,8+1,6
1000 33,3+ 0,1

En la Tabla 6.2 se muestran los diferentes valores de VTOnmax, Obtenidos por medio de
la Ecuacion 5.1, que considera el valor del k;a obtenido en la figura 6.1, la concentracién de
oxigeno disuelto en equilibrio (C* = 0,2375 mmol L' h') que depende de las condiciones de
cultivo (Weiss, 1970) y la concentracion de oxigeno disuelto en el cultivo en condiciones de

limitacion de oxigeno (€, = 0 mmol L' h') (Padilla-Coérdova et al., 2020) Estos valores se
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encuentran entre 3,8 + 0,1 y 33,3 £+ 0,1 mmol L' h' y son similares a los reportados
previamente calculando el balance de gases de salida del biorreactor y utilizando la Ecuacion
5.1 (Diaz-Barrera et al., 2021; Ponce et al., 2021; Padilla-Cordova et al., 2020; Diaz-Barrera
et al., 2014).

En cultivos aerébicos, el oxigeno disuelto cumple un rol fundamental como aceptor
final de electrones en la cadena respiratoria (Garcia-Ochoa et al., 2020; Garcia et al., 2020;
Pirt, 1957). En este contexto, el k;a y la VTO permiten evaluar la capacidad del sistema para
transferir oxigeno desde la fase gaseosa al medio liquido, mientras que la VCO determina la

demanda metabdlica del cultivo.

Diversos estudios (Garcia-Ochoa et al., 2011, 2013, 2015, 2020) han demostrado que
la actividad respiratoria (VCO y qO-) de las células puede verse significativamente afectada
por el estrés generado por fuerzas de cizallamiento. Este fenédmeno, inducido por condiciones
hidrodinamicas como altas velocidades de agitacién o incremento en el flujo de aire, puede
alterar la fisiologia celular y, en consecuencia, su demanda de oxigeno. Una manera de
evaluar como estas condiciones influyen sobre un microorganismo especifico es mediante el
analisis de la velocidad de consumo de oxigeno (VCO) bajo diferentes condiciones de

transferencia de oxigeno.

Para establecer el rango de condiciones hidrodinamicas a evaluar, se estudio la VCO
inicial y su dependencia respecto a la velocidad de agitacion. Este analisis se basé en lo
reportado por Garcia-Ochoa et al. (2000), quienes describen el efecto teérico de las
condiciones de transferencia de oxigeno (variaciones en la velocidad del agitador o en el flujo
de gas) sobre la VCO en un bioproceso. En este contexto, la VCO inicial se determiné
experimentalmente a las diferentes velocidades de agitacion seleccionadas mediante el
método dinamico con células, con el fin de establecer los parametros relevantes para su
posterior andlisis (Seccion 5.4.5). Para ello, se implementd dicho método en cultivos por lotes
de A. vinelandii. La Figura 6.2 muestra la evolucién de TOD durante la aplicacion del método

dinamico con células inoculadas en un biorreactor operando a 500 rpm, 1 vvm y 30 °C.

71



TOD (% saturacion de aire)

Entrada de
aire abierta

Entrada de
aire cerrada

0.0

0.1 0.2 0.3 0.4
Tiempo (h)

0.5

Figura 6.2 Resultado de aplicacién del método dinamico con células para la determinacion

de la VCO en cultivos de A. vinelandii en biorreactor de 3 L a 500 rpm, 30°C y 1 vvm.

Este método experimental permitié determinar la VCO vy el k;a. En la Figura 6.2, se

muestra que el sistema tiene un valor de TOD de 100 % saturacion de aire y se procede a

inocular bacterias que se encuentran en fase de crecimiento y se corta el suministro de aire.

De esta manera, la VCO se obtiene a través de la pendiente de la gréfica de la concentracion

de oxigeno disuelto (después de cerrar el flujo de aire) en funcién del tiempo. Al restablecer

el suministro de aire, la TOD aumenté hasta estabilizarse en un valor constante, permitiendo

asi la estimacion del k;a

El valor del k;a estimado mediante este método fue similar al

obtenido previamente por el método de desgaseo, lo que valida la consistencia de las

determinaciones realizadas. Para todas las condiciones la concentracién de biomasa fue de

0,1 £ 0,02 g L. A continuacién, la Figura 6.3 muestra el efecto de la velocidad de agitacion

sobre la VCO en cultivos por lotes de A. vinelandii en cultivos recientemente inoculados.
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Figura 6.3 Efecto de la velocidad de agitacion sobre la VCO

Cabe destacar que esta es la primera vez que se determina una curva experimental
de la VCO en relacion con la velocidad de agitaciéon utilizando células recién inoculadas en
fase de crecimiento. Entre 50 y 2000 rpm, se obtuvo un valor de VCO que fue incrementando
de 0,50 + 0,04 hasta 1,2 + 0,04 mmol L' h". Para velocidades de agitacién entre 200 y 500
rpm, el valor de la VCO fue similar, en un rango entre 1,2 + 0,04 y 1,3 + 0,02 mmol L' h™'. Un
aumento en la velocidad de agitacion por sobre 500 rpm disminuyo significativamente la VCO.
A medida que la velocidad de agitacion aumenté de 600 a 1000 rpm, el valor de la VCO
disminuyé de 0,9 + 0,04 a 0,01 £ 0,02 mmol L' h™".

Al comparar la curva obtenida con la curva tedrica de VCO propuesta por Garcia-
Ochoa et al., (2009) (Figura 1.15), se observa una correlacion con el comportamiento descrito
en el caso (a). Es decir, a bajas velocidades de agitacion, la VCO es menor, debido a una
limitada difusion del oxigeno disuelto hacia las células. A medida que aumenta la velocidad
de agitacion, mejora el mezclado y la transferencia de oxigeno, lo que permite a las células
consumir oxigeno de forma mas eficiente, incrementando asi la VCO. Luego, al aumentar la
velocidad de agitacion, se alcanza la meseta del sistema bioldgico y la VCO se mantiene
constante (consistente con los valores obtenidos entre 200 y 500 rpm). Finalmente, a
velocidades de agitacion mas altas (600 - 1000 rpm), la hidrodinamica del sistema podria
influir en la VCO y esto podria hacer que la célula se vea afectada por el aumento de la
turbulencia del sistema en el que esta presente (Garcia-Ochoa et al., 2020; Garcia-Ochoa &
Gdmez, 2009). A continuacion, en la Figura 6.4. se muestra efecto de la velocidad de agitacién
sobre la qO; estimada a partir de los valores de VCO calculados al aplicar el método dinamico

con células (Figura 6.4) y utilizando la Ecuacién 5.13.
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Figura 6.4 Efecto de la velocidad de agitacién sobre la qO..

En la Figura 6.4 se muestra que entre 50 y 200 rpm la gO; aumenté desde 5,2 + 0,3
a12,2+ 1,0 mmol g" h™'. Luego entre 200 y 500 rpm se obtiene un valor de qO2 entre 11,9 +
0,5y 12,8 + 1,0 mmol g h™'. Finalmente, de 600 a 1000 rpm el valor de la qO, disminuye de
9,9+0,8a0,7 +£0,2mmol g h'', indicando que al aumentar la velocidad de agitacion el valor
de si tiene un efecto en la qO,. Estos resultados fueron comparados con algunos valores
maximos de qO: reportados por Diaz-Barrera et al., (2014), en cultivos por lotes de A.
vinelandii a una velocidad de agitacién de 200 y 600 rpm en biorreactores de 3Ly 14 L, donde
obtuvieron valores de qOzmsxde 10,6 y 8,3 mmol g h'' respectivamente, indicando que la

metodologia utilizada es confiable.

La disminucion observada en la VCO y la qO; en A. vinelandii a velocidades de
agitacién superiores a 500 rpm sugiere un efecto asociado a la hidrodinamica del sistema,
especificamente al cizallamiento. Este tipo de efecto podria alterar la integridad de la
membrana celular, la respiracion celular y la produccion de alginato y PHB. Tal como se
plantea en Garcia-Ochoa et al., (2015), la O actia como un indicador sensible del entorno
hidrodinamico, y la disminucién de su valor refleja una respuesta fisioldgica ante condiciones
desfavorables dentro del biorreactor. En este contexto, la disminucién de qO» observada en
este estudio puede interpretarse como un signo temprano de dafo o adaptacion celular frente

a niveles excesivos de agitacion.

Para evaluar si distintas condiciones hidrodinamicas tienen un efecto sobre los cultivos
de A. vinelandii, es necesario determinar experimentalmente la VCO y la qO; en diferentes
etapas del cultivo. Sin embargo, como se ha reportado previamente, durante el periodo de
crecimiento activo en cultivos por lotes de A. vinelandii, los niveles de oxigeno disuelto suelen
mantenerse cercanos a cero (Diaz-Barrera et al., 2021; Ponce et al., 2021; Diaz-Barrera et
al., 2014; Diaz-Barrera et al., 2007). Bajo estas condiciones (TOD cercana a cero), resulta
imposible estimar la VCO de forma directa, ya que no existe un gradiente de oxigeno medible
en el sistema. Por esta razén, en este trabajo se implementd el método dinamico con células
modificado, descrito por Gémez et al., (2006), que permite determinar la VCO en condiciones

controladas y reproducibles en el cultivo.
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6.3. Influencia de las condiciones hidrodinamicas en la velocidad de

consumo de oxigeno

Se ha reportado que existe un efecto de la hidrodinamica sobre la célula causado por
el burbujeo, la formacién de las burbujas y la utilizacién de agentes antiespumantes (Garcia-
Ochoa et al., 2020; Curran & Black, 2004; Barbosa et al., 2003; Chisti, 2001) . Para identificar
este efecto, han sido estimados los parametros caracteristicos de la mezcla turbulenta para

diferentes condiciones de agitacion. Los valores calculados se muestran en la Tabla 6.3.

Tabla 6.3 Estimacion de la potencia gaseada (Pg), energia promedio (&,,omedio):
microescala de turbulencia de Kolmogorov (4;), velocidad de la punta de impulsor (v,yntq).
velocidad de corte (Ypromedio » Ymaxima) Y €Sfuerzo cortante (z;)

Velocidad

de Py Epromedio Ag *104 Vpunta Ypromedio  Vmaxima Tt
agitacion (W) (W Kg") (m) (ms™) (s) (s™) (N m?2)
(rpm)
50 0,001  0,0005 12,1 0,1 8 36 0,1
100 0,01 0,004 7,1 0,2 22 101 0,2
150 0,02 0,01 53 0,4 41 185 0,4
200 0,1 0,03 4,2 0,5 62 285 0,6
250 0,1 0,1 3,6 0,6 87 399 0,9
300 0,2 0,1 3,1 0,7 114 525 1,2
350 0,3 0,2 2,8 0,8 144 661 1,4
400 0,4 0,3 2,5 0,9 176 808 1,8
450 0,6 0,4 2,3 1,1 210 964 21
500 0,8 0,5 2,1 1,2 246 1130 2,5
600 1,3 0,9 1,8 1,4 324 1485 3,2
700 21 1,4 1,6 1,7 408 1871 4
800 3,1 2,1 1,5 1,9 499 2286 5
900 4,4 3,0 1,2 2,1 595 2728 6
1000 6,1 4.1 1,1 2,4 697 3195 7

Como se muestra en la Tabla 6.3, de acuerdo con la geometria del biorreactor se
determinaron algunos parametros hidrodinamicos. Se utilizo una densidad cercana al agua
de 1000 kg m™. Se determind la potencia gaseada (Pg) la cual aumento de 0,001 a 6,1 (W)
entre 50 y 1000 rpm, esto indicaria que si el valor es alto puede haber efectos por cizalla en

el sistema.
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Se calculd la &)romeaio. S€ puede observar que hay 3 zonas en esta tabla de 50 a 200
rom donde el gpomedic aumenta de 0,0005 a 0,03 W Kg', luego de 250 a 500 rpm tiene un
incremento de 0,1 a 0,5 W Kg™, y finalmente una zona de 600 a 1000 donde aumenta de
forma lineal de 0,9 a 4,1 W Kg™'. Esta informacion indica que, una mayor &,,omeqio Mejora la
dispersién de las burbujas de aire, aumenta la solubilidad del oxigeno, evitando zonas con
sedimentacion e influye en el crecimiento celular por la distribucién de los nutrientes a la célula
(Murrieta-Duefas et al., 2022; Gelves, 2020).

Se determin6 la microescala de turbulencia de Kolmogorov (4;) con el tamafio
promedio de las células de A. vinelandii, que presentan una morfologia bacilar con diametro
cercano 2 um (Sabra et al.,, 2000). Los resultados muestran que, aunque los vortices
generados en el sistema son mayores que las células en todo el rango evaluado (50-1000
rpm), a altas velocidades de agitacion los tamanos de los vortices se aproximan al tamano
celular. Esta cercania sugiere que, si bien no se alcanza un nivel de cizalla suficiente para
producir ruptura celular directa, si podria generar algun efectos fisioldgico. Lo anterior permite
explicar la disminucién observada en la gO.y la VCO a velocidades superiores a 500 rpm, en
linea con lo reportado por Garcia-Ochoa et al., (2015), donde la hidrodinamica del sistema

actua como modulador del metabolismo celular.

Se determind la velocidad de punta del agitador (vp,n4), €ste valor crece linealmente
con la velocidad de agitacion llegando a valores de 2,4 m s. Este es un indicador directo de
las fuerzas de cizallamiento mas intensas que experimentan las células al pasar cerca del

agitador cuando la velocidad de agitacién aumenta por sobre 500 rpm.

La velocidad de corte promedio (Ypromedio) Y Maxima (Ymsxima), aumentan con la

velocidad de agitacion, siendo l1a y,,4ximaq relevante al representar los puntos de mayor estrés
mecanico para las células. En este estudio, a 1000 rpm, la velocidad de corte maxima supera
los 3000 s, un valor alto en comparacion con rangos reportados en la literatura, donde
velocidades de corte superiores a 1000 - 2000 s pueden inducir dafios celulares en bacterias
sensibles (Garcia-Ochoa & Gomez, 2009). Sin embargo, bacterias como A. vinelandii, pueden
tolerar estas condiciones hasta cierto punto, aunque se debe considerar que zonas

localizadas de alta cizalla pueden afectar la viabilidad y productividad (Chisti, 2001).

El esfuerzo cortante turbulento (7;) aumentd proporcionalmente con la velocidad de
agitacion, reflejando un incremento de las fuerzas de cizalla en el medio. Diversos estudios

han demostrado que bacterias Gram negativas, como A. vinelandii, presentan una alta
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tolerancia al esfuerzo cortante, soportando niveles de hasta 10 N/m? sin pérdida significativa
de viabilidad (Chisti, 2001; Garcia-Ochoa & Goémez, 2009). Ademas, este tipo de tension
puede inducir una mayor produccion de exopolisacaridos como mecanismo de protecciéon
(Bandaiphet & Prasertsan, 2006). Estos parametros, han sido previamente determinados
como parametros caracteristicos de la mezcla turbulenta. Por ejemplo, estudios previos han
evaluado estos parametros en cultivos de R. erythropolis IGTS8 (Garcia-Ochoa et al., 2015;
Godémez et al., 2015). Ellos observaron que a bajas velocidades de agitacion (entre 150 y 350
rpm, se generoé una baja velocidad de corte de 152 a 543 s™), y la Oz no mostré variaciones
significativas, sugiriendo un impacto hidrodinamico minimo lo cual se correlaciona con
nuestros datos entre 200 y 500 rpm (Tabla 6.3 y Figura 6.4). Sin embargo, al aumentar las
velocidades de agitaciéon (entre 450 y 650 rpm), las condiciones hidrodinamicas del cultivo

comenzaron a afectar a las células.

A pesar de que parametros turbulentos A, sugieren una baja probabilidad de dafio
fisico directo a la célula completa (lisis), y que las fuerzas hidrodinamicas no afectarian
directamente a A. vinelandii, es fundamental realizar un estudio mas detallado para confirmar
esta hipotesis. Esto se debe a los altos valores de ypaxima ¥ @l T: que si podrian estar
generando un efecto por cizallamiento suficiente para inducir una respuesta metabdlica en A.
vinelandii. Es esencial considerar el comportamiento celular junto con su actividad
respiratoria, y el impacto de estas condiciones sobre la produccion de alginato y PHB bajo
diferentes velocidades de agitacion. Por ello, se requiere un andlisis de estos parametros para
determinar si el cizallamiento induce efectos fisioldgicos directos o respuestas metabdlicas

que no pueden deducirse unicamente del tamario relativo de la microescala de Kolmogorov.

6.4. Caracterizacion de la qO2 a diferentes velocidades de agitacion a
través de pulsos de oxigeno con el fin de evaluar la respiracion en la
produccioén de alginato y PHB en cultivos por lotes de A. vinelandii
ATCC 9046.

Con el objetivo de estudiar la respiracion de A. vinelandii durante la produccion de
alginato y PHB, se implementé un método experimental para estimar la VCO y la qO2 a

diferentes velocidades de agitacion.

6.4.1. Implementacion de un método experimental para medir la VCO y qO;

mediante pulsos de oxigeno en cultivos por lotes de A. vinelandii.
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Para determinar la VCO y la qO> durante un cultivo por lotes de A. vinelandii, se
implementaron el método dinamico y una variante modificada, ambos previamente descritos
en las Secciones 5.4.5y 5.4.6. La Figura 6.6 muestra una curva experimental de TOD, en la

cual se aplicaron ambos métodos a una velocidad de agitacién de 500 rpm.
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Figura 6.5 Perfil de TOD en cultivos con pulsos de oxigeno de A. vinelandii cultivados en

biorreactor de 3 L a 500 rpm, 30°Cy 1 vvm.

Como se muestra en la Figura 6.5, durante el tiempo inicial de cultivo (0 a 10 h) fue
posible aplicar el método dinamico (sin pulsos de oxigeno) ya que la TOD era mayor al 10%.
Posteriormente, entre las 10 y las 65 h, la TOD del cultivo disminuyd por debajo del 10%.
Para cuantificar la VCO en estas condiciones, se aplico el método dindmico modificado (con
pulsos de oxigeno), el cual implica cortar el suministro de aire e inyectar oxigeno puro durante
10 segundos, asegurando que la concentracion de oxigeno no supere el 20%. Finalmente,
entre las 65 y las 72 h no fue aplicado método dindmico modificado y/o tradicional debido a
que, el cultivo se encontraba en fase estacionaria dado el aumento de la TOD desde 0,1 hasta

42% de TOD.

Se realizaron mediciones de VCO y qO: a diferentes tiempos de cultivo (8, 16, 24 y
48 h) en cultivos por lotes de A. vinelandii y a diferentes velocidades de agitacion, aplicando
el método dinamico y su variante modificada. La Figura 6.6 muestra la evolucion de estos
parametros bajo pulsos de oxigeno, una estrategia utilizada para manejar cultivos con
limitacion de oxigeno. La velocidad de agitacion, al modificar la hidrodinamica del sistema,
afecta la transferencia de oxigeno y la respuesta respiratoria celular, por lo que el analisis de

la evolucion de VCO y qO2 puede funcionar como un indicador fisiolégico de la célula.
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Figura 6.6 Perfil de VCO y qO- a diferentes tiempos de cultivo 8, 16, 24, y 48 h de cultivo en
cultivos por lotes de A. vinelandii realizados en un biorreactor de 3 L a diferentes

velocidades de agitacion (200, 300, 400, 500 y 600 rpm) utilizando pulsos de oxigeno.

La Figura 6.6 muestra el efecto de la velocidad de agitacion sobre la VCO y qO- a
diferentes tiempos de cultivo, considerando que concentracion de biomasa es similar entre
las diferentes condiciones de velocidad de agitacion. A las 8 horas de cultivo, se observa que
los valores de VCO y qO: son similares entre 200 y 500 rpm, con valores de 3,7 £ 0,1y 3,95
+ 0,2 mmol L' h™'paralaVCOy12+0,2y 12,5+ 0,5 mmol g h”' para qO.. Esta similitud en
la tendencia y en los valores entre ambos parametros podria indicar que en este tiempo de
cultivo no existe un efecto de la hidrodinamica sobre la célula observado a través de la qO..
Sin embargo, a 600 rpm, tanto la VCO como la gqO, muestran una disminucion en
comparacion a las otras velocidades de agitaciéon. Esta disminucion en la VCO y qO2 podria
sugerir, incluso en fases iniciales y con baja concentracion de biomasa, el incremento en la
velocidad de agitacion (y consecuentemente, el cizallamiento) comienza a tener un efecto en

la capacidad de consumo de oxigeno de las células.
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A las 16 h de cultivo se observa que, entre 200 y 500 rpm la VCO se mantiene entre
4,0+ 0,2y 4,4 +0,2mmol L' h" lo que indica un incremento en la capacidad respiratoria
general del cultivo. Este comportamiento podria indicar una mejor transferencia de oxigeno a
medida que se incrementa la agitacion, favoreciendo el metabolismo celular sin evidenciar
efectos asociados al estrés hidrodinamico. Sin embargo, al analizar la qO», se observa que
los valores son menores que a las 8h de cultivo, y se mantienen similares solo entre 200 y
400 rpm (4,2 + 0,4y 4,4 + 0,2 mmol g h™"), disminuyendo a 500 y 600 rpm. Esta disminucion
en la qO;a pesar de que la biomasa aumenta, pero es similar entre 400 y 600 rpm una mayor
concentracién celular, sugiere que el aumento en la velocidad de agitacién podria inducir

efectos de cizallamiento que afectan la actividad metabdlica especifica.

A las 24 horas de cultivo, se observa que la VCO entre 200 y 500 rpm es similar, con
valores entre 3,3 + 0,1y 3,4 + 0,3 mmolL" h™ mientras que a 600 rpm la VCO disminuye
aproximadamente un 50 % respecto al valor maximo. En cuanto qOg, los valores mas altos
se presentan a 200 y 300 rpm, alcanzando 1,8 £ 0,1 mmol g™ h”', aunque en estas condiciones
la biomasa es menor (2,6 gL') en comparacién con 400 y 500 rpm (3,8 gL ™), y vuelve a
disminuir a 2,7 gL' a 600 rpm. Aunque la biomasa sea similar a 200, 300 y 600 rpm, pero la
gO2 no es igual, sugiere que hay un factor adicional, distinto de la concentracion celular, que
esta modulando la actividad metabdlica especifica. Este factor probablemente esta
relacionado con las condiciones hidrodinamicas del cultivo. A 600 rpm, el estrés mecanico
asociado al aumento en la agitacion podria afectar la integridad celular o inducir respuestas
adaptativas, como la activacion del regulador global algU, que modula genes relacionados
con el estrés y la biosintesis de alginato. La disminucién en la qO2 bajo estas condiciones
podria reflejar un desvio metabdlico hacia mecanismos de mantenimiento y proteccion, mas
que hacia el crecimiento activo. Estos resultados indican que un aumento en la agitacién no
siempre mejora la eficiencia metabdlica, resaltando la importancia de balancear la

transferencia de oxigeno con el estrés hidrodinamico generado.

Finalmente, a las 48 h de cultivo, la actividad respiratoria disminuye debido al aumento
de biomasa y/o por agotamiento de sustrato en algunos casos o cese de crecimiento. Por otro
lado, a 600 rpm, no se presenta ningun valor de qO2 debido a que el cultivo ya no se

encontraba en fase de crecimiento.

Para complementar estos resultados y reforzar la interpretacién de la qO2, como
indicador del efecto hidrodinamico, existen algunas investigaciones, utilizando Rhodococcus
erythropolis IGTS8 en un biorreactor de tanque agitado (Garcia-Ochoa et al., 2015; Gémez

et al., 2015), también se determin6 la qO- a diferentes tiempos de cultivo bajo diversas
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condiciones hidrodinamicas, variando la velocidad del agitador entre 100 y 700 rpm. Los
resultados de esos estudios indicaron que el microorganismo puede verse influenciado por la
hidrodinamica dentro del biorreactor. De manera similar a lo observado en nuestro trabajo
con A. vinelandii, cuando la velocidad de agitacion se incrementd por encima de un valor
limite, alrededor de 450 rpm para R. erythropolis, la qO. experimentd una disminucién
significativa. Esta correlacion entre la disminucion de la qO2 y el aumento de la hidrodinamica
en diferentes especies bacterianas sugiere que qOz podria ser un indicador de la respuesta

celular frente a los efectos del cizallamiento.

Un estudio relevante con Shimwellia blattae (p4241bPSO) evalud el efecto de la
agitacién (100-1200 rpm) en cultivos en biorreactor de tanque agitado (Acedos et al., 2019).
Los autores demostraron que la velocidad de agitacion no solo afecta el crecimiento celular y
la viabilidad a altas velocidades (estrés hidrodinamico desde 800 rpm), sino que también
modifica significativamente la distribucién de metabolitos incluso antes de que se manifieste
dano celular, lo cual tuvo un efecto en las rutas metabdlicas activas. Estos hallazgos refuerzan
nuestros resultados y sugieren que, en A. vinelandii, la hidrodinamica podria no solo influir en
la VCO y qOg, sino también modular la sintesis de bioproductos como alginato y PHB, lo que

sera analizado en detalle en las siguientes secciones.

Respecto a la comparacion de los valores de qO; obtenidos en este estudio con los
reportados previamente (Diaz-Barrera et al., 2021; Ponce et al., 2021; Diaz-Barrera et al.,
2014) es importante sefialar que nuestros valores de VCO tienden a ser menores. Esta
diferencia se atribuye principalmente a la metodologia de determinacién de la qO. empleada

ya que es primera vez que se desarrolla y aplica especificamente para A. vinelandii.

Al relacionar los parametros hidrodinamicos con la VCO y qO- a distintos tiempos de
cultivo, estos indican que la hidrodinamica del sistema modula directamente la actividad
respiratoria de A. vinelandii. A bajas velocidades de agitacion (200—400 rpm), una
transferencia de oxigeno eficiente sin generar efectos por cizallamiento. Sin embargo, al
superar las 500 rpm, se observaron disminuciones en ambos parametros, especialmente a
las 24 y 48 h de cultivo. Esto se correlaciona con el aumento de parametros como
Epromedio» Ymaxima Y Tt Que indican un aumento del estrés mecanico sobre las células. Aunque
As no sugiere lisis celular directa, los niveles elevados de velocidad de corte y esfuerzo
cortante podrian inducir respuestas fisiolégicas, como la reduccidon de la respiracion
especifica (qO-) o el redireccionamiento metabdlico hacia vias de mantenimiento o defensa,

como la “produccién de alginato.
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Por ello, es crucial analizar con mas detalle la interaccidn entre el efecto hidrodinamico
y la gO2 en las distintas condiciones operacionales. Si bien se ha determinado que por encima
de 500 rpm podria existir un efecto hidrodinamico por cizalla que afecta el valor de qO., esta
respuesta respiratoria es un indicio clave para comprender cémo estas condiciones

hidrodinamicas podrian influir en la produccion de metabolitos clave.

Estos resultados sugieren que la qO2 podria ser un indicador del efecto hidrodinamico
sobre A. vinelandii. Sin embargo, para comprender completamente cémo este efecto se
traduce en el bioproceso, es imprescindible evaluar en detalle el crecimiento celular y la
produccion de alginato y el PHB en estas mismas condiciones. Se podria determinar si este
efecto hidrodinamico modula favorablemente ciertos parametros clave del cultivo, o si, por el

contrario, representa un efecto negativo para la célula.

6.4.2. Influencia de la qO; sobre la produccién de biomasa y consumo de sacarosa
en cultivos por lotes de A. vinelandii a diferentes velocidades de agitacion

mediante pulsos de oxigeno

La Figura 6.7 muestra la concentracion de biomasa, y sacarosa en cultivos por lotes de
A. vinelandii a 200, 300, 400, 500 y 600 rpm con pulsos de oxigeno en la fase de
crecimiento.
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Figura 6.7 Perfil de la produccién de biomasa sin PHB (a) y consumo de sacarosa (b) en
cultivos por lotes de A. vinelandii realizados en un biorreactor de 3 L a diferentes

velocidades de agitacion con pulsos de oxigeno.

Como se observd anteriormente, las velocidades de agitacién seleccionadas entre
200 y 500 rpm se encuentran dentro de la meseta de la curva experimental de VCO v/s
velocidad de agitacién (Figura 6.3). Por otro lado, fue seleccionada la velocidad de agitacion

de 600 rpm puesto que ya se observa una disminucion de la VCO.

En los cultivos realizados a 500 rpm se obtuvo una concentracion maxima de biomasa
de 3,8 £0,1 g L (64 h de cultivo), mientras que a 600 rpm se obtuvo una menor biomasa
2,4+0,01 gL"alas 72 h de cultivo. En cultivos a 200 y 300 rpm la concentracién maxima de
biomasa fue similar cercana a 2,6+ 0,1 g L™ a las 72 h de cultivo. En cambio, a 400 rpm la
concentracion de biomasa se mantuvo constante en alrededor de 2,7 + 0,04 g L™ a partir de
64 h de cultivo (Figura 6.7a).

Anteriormente se han reportado algunos trabajos sobre cultivos por lotes utilizando A.
vinelandii ATCC 9046 sin pulsos de oxigeno, a 300, 500 y 700 rpm (Diaz-Barrera et al., 2021;
Ponce et al., 2021). En estos trabajos se observa que entre 300 y 700 rpm se alcanzé una
biomasa maxima entre 3,30 y 6,73 g L' aproximadamente, valores mayores a lo reportado
en este trabajo dado que la biomasa fue estimada sin descontar el contenido de PHB.
Ademas, se podria indicar que, al agregar pulsos de oxigeno durante la fase de crecimiento

del cultivo, podria tener un efecto sobre el crecimiento celular y la produccién de PHB.

Si bien no existen estudios reportados especificamente sobre la adicion de pulsos de
oxigeno en A. vinelandii, es relevante destacar trabajos previos con otros microorganismos.
Por ejemplo, Shekhawat et al., (2018) investigaron la utilizaciéon de pulsos de oxigeno para
modular las fermentaciones de Chardonnay de Lachancea thermotolerans y Saccharomyces
cerevisiae. Ellos observaron que estos pulsos cortos de oxigeno influenciaron positivamente
tanto el crecimiento como el perfil aromatico del vino, demostrando su potencial para mejorar

el rendimiento global y la produccion de diversos compuestos.

Respecto al consumo de sacarosa (Figura 6.7b), se observd que a 400, 500 y 600
rpm, la sacarosa fue consumida hasta valores cercanos de 0,1 g L™, indicando que la fuente
de carbono limité el crecimiento celular. Por otro lado, a 200 y 300 rpm, la sacarosa no fue
consumida completamente, quedando una concentracion de 4,0 = 0,03 g L

aproximadamente a las 72 h de cultivo. Se sabe que en cultivos de A. vinelandii por lotes la
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constante de afinidad (Ks) por la sacarosa es de 0,1 g L, esto indica que los cultivos a 200 y

300 rpm no fueron limitados por la fuente de carbono.

A modo de comparacion, investigaciones recientes con cultivos en lotes de A.
vinelandii AT9 a diferentes VCO de 3,6 y 12,4 mmol L-'h"' también reportaron que los cultivos
no estaban limitados por la fuente de carbono (Medina et al., 2023). Esta observacion se
correlaciona directamente con nuestros hallazgos, reforzando la conclusion de que, a bajas
velocidades de agitacién en nuestro estudio, la sacarosa no fue el nutriente limitante, y, por
ende, no se consumid en su totalidad. A continuacion, se muestran los parametros de

fermentacion obtenidos en las cinéticas de cultivo en la Tabla 6.4.

Tabla 6.4 Efecto de la velocidad de agitacion sobre i, YwsY Qs €n cultivos por lotes de A.

vinelandii ATCC 9046 con pulsos de oxigeno.

Velocidad de agitaciéon
200 300 400 500 600
(rpm)

0,15+ 0,14 £ 0,18 + 0,11+

0,14 £ 0,01
Yus (9 g7) 0.02 0,02 0,01 0,02**
0,12 £ 0,13 % 0,15+ 0,16 £ 0,12 £
p (h) 0.01 0,001 0,01 0,01** 0,02
0,09 £ 0,10 £ 0,09 £ 0,11+

0,170 £ 0,01
gs (g g’ h?) 0,01 0,01 0,01 0,02**

Los valores son promedios en cuadruplicado * errores estandar. p, Ywsy Qs S€ estimaron
utilizando biomasa sin PHB.

Los valores corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacion estandar.
Las diferencias entre condiciones fueron evaluadas mediante andlisis de varianza
unidireccional (ANOVA). Se consideraron estadisticamente significativas segun el siguiente
criterio: * P < 0,05 (significativo), ** P < 0,01 (muy significativo), *** P < 0,001 (altamente

significativo).

La Tabla 6.4 muestra los parametros de cultivo obtenidos a diferentes velocidades de
agitacion. Se puede observar que p aumentoé entre 200 y 500 rpm (0,12 — 0,16 h™") lo cual se
correlaciona con el aumento de la velocidad de agitacion. Sin embargo, a 600 rpm, la p
disminuyd en un 20% respecto al valor obtenido a 500 rpm, esta disminuciéon puede estar
asociada a un efecto de la hidrodinamica. En un estudio previo, se demostré que a 700 rpm

el valor p disminuyd, lo que es similar con nuestros resultados.
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Con respecto a Yys, se observa un aumento entre 200-500 rpm, sin embargo, a 600
rpm hay una disminucién del 30% con respecto al obtenido a 500 rpm. En comparacion con
estos resultados, Diaz-Barrera et al., (2021) reporté que a 300 y 700 rpm Yy fue similar los

datos obtenidos (entre 0,26 y 0,31 gg™)

En cuanto a la gs, se puede observar que, entre 200 y 600 rpm, este valor estuvo en un
rango de 0,09 +0,01a0,11+£0,02 (g g-"' h "), destacando que no hay diferencias significativas
entre la velocidad de agitacion sobre la gs. Contrastando estos resultados, Diaz-Barrera et a.,
(2021), reportd que en cultivos realizados a un VTO msx de 19,2 mmol L =" h = (700 rpm),
hubo un incremento en el valor gs, un efecto que se ha descrito previamente por otro autor
(Pena et al., 2000). Ellos sugieren que este aumento de la gs a mayores VTOnax se debe a
qgue la sacarosa se emplea principalmente para la "proteccion respiratoria”, un mecanismo en
el que las células "desperdician" oxigeno al adaptar la respiracién o la VCO al nivel de

exposicion, incluso bajo condiciones limitantes (Inomura et al., 2017).

6.4.3. Efecto de la velocidad de agitacion sobre produccién de PHB en cultivos por

lotes de A. vinelandii

En la Figura 6.8 se observa la produccion de PHB obtenida en cultivos de A. vinelandii

con pulsos de oxigeno
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Figura 6.8 Perfil de acumulacion de PHB (a) y produccion de PHB (b) en cultivos por lotes

de A. vinelandii realizados en un biorreactor de 3 L a diferentes velocidades de agitacion.

En la figura 6.8a se muestran los perfiles de acumulacion de PHB a las diferentes
velocidades de agitacién. Podemos observar que a 200 y 300 rpm se obtuvo una acumulacion
maxima similar entre 55,4 + 1,04 y 57,3 £ 0,90 % p p" entre las 44 y 52 horas de cultivo, luego
de eso, se observa una disminucion del PHB de alrededor de 12 a 15% respectivamente.
Esta disminucién también fue reportada por Diaz-Barrera et al (2016) en cultivos por lote de
A. vinelandii ATCC 9046 en un reactor de 3L y bajo las mismas condiciones de cultivo que en
la presente investigacion, pero con presencia de extracto de levadura en el medio de cultivo,
sefalando que dicha disminucion podria deberse al incremento de la actividad de

despolimerizacién (Adaya et al., 2018; Jendrossek & Pfeiffer,2014).

Entre 400 y 500 rpm se muestra que a las 48 h de cultivo se alcanza la maxima
acumulacion de PHB entre 60,30 + 0,60 y 64,01 + 2,71 % p p”', luego de eso la acumulacion
disminuye en ambos casos, esto es con el agotamiento de la fuente de carbono y energia
(ver Figura 7.8b) y el fin de la etapa de limitacién por oxigeno. A 600 rpm, se muestra que la
acumulacion fue de 33,22 + 1,81 %p p™' a las 40 h de cultivo, disminuyendo hasta 6,60 + 0,74
% p p'. Dicha disminucién en la acumulacion de PHB podria ser consecuencia de la
degradacion del PHB a fin de ser utilizado como fuente de carbono y energia para la
mantencion celular y el proceso de fijacion de nitrégeno ante el agotamiento de la sacarosa,
tal como fue descrito por Senior et al., (1972) para cultivos por lotes de A. beijerinckii en

diazotrofia.

Respecto del perfil de produccién de PHB, en la figura 6.9b se muestra que, entre 200
y 300 rpm la produccién de PHB estuvo entre 2,51 + 0,01y 3,03+ 0.03 g L". A400y 500 rpm
la producciéon de PHB fue de alrededor 4,52 + 0.21 g L. Finalmente, a 600 rpm se observa

que, a las 44 h de cultivo se obtiene un valor maximo de 1,14 + 0,12 g L' de PHB.

En la tabla 6.5 se muestran los rendimientos de sacarosa en PHB (Ypugs) Yy la

productividad volumétrica de PHB (QpHs).
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Tabla 6.5 Efecto de la velocidad de agitacion en la produccion de PHB en cultivos por lotes
de A. vinelandii ATCC 9046 en biorreactor de 3 L

Velocidad de agitacién

200 300 400 500 600
(rpm)
017 0.20 £ 0.22 + 0.05+
Yeueis (9 97) 0.22 £ 0.01
0.02 0.01 0.02 0.02**
0.04 £ 0.06 % 0.08 0.09
Qeus (g L' h) 0.01 +0.02

0.01 0.01 0.03 0.01**

Los valores corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacion estandar.
Las diferencias entre condiciones fueron evaluadas mediante andlisis de varianza
unidireccional (ANOVA). Se consideraron estadisticamente significativas segun el siguiente
criterio: * P < 0,05 (significativo), ** P < 0,01 (muy significativo), *** P < 0,001 (altamente

significativo).

De la Tabla 6.5 se desprende que, se obtuvo un mayor Yepgisa 400 y 500 rpm (0,22 £
0,01 g g") y a 600 rpm se obtuvo un rendimiento casi un 80% menor respecto de 500 rpm
(0,05 + 0,02 g g"). Respecto de la Qprs Se observa un incremento entre 0,04 + 0,01y 0,09 +
0,01 (g L™" h'") entre 200 y 500 rpm. Luego al aumentar la velocidad de agitacion a 600 rpm
este valor disminuye a 0,01 £ 0,02 (g L™ h'"). Diaz-Barrera et al., (2016) determinaron que en
los cultivos que utilizan la bacteria de tipo silvestre, se obtuvo un mayor valor de Qps (0,13 g

L ""h ") a 400y 500rpm utilizando extracto de levadura como fuente de nitrégeno.

Al complementar la produccion de PHB con la influencia de la hidrodinamica sobre la
gO2, nuestros resultados muestran que, a 600 rpm, la disminucion tanto de la actividad
respiratoria (qO2 y VCO) como de la produccion de PHB fue considerable. Este hallazgo
sugiere una fuerte interaccion entre las condiciones hidrodinamicas extremas vy la fisiologia
celular, afectando dos procesos metabdlicos clave. Sin embargo, surgen dos interrogantes
cruciales que se deberan dilucidar mas adelante: jLa disminucion del PHB se debe
directamente a este efecto de cizallamiento, o la aplicacion de los pulsos de oxigeno también
modula esta respuesta metabdlica, especialmente en lo que respecta a la asignacion de

carbono hacia la acumulacion de PHB?
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6.4.4. Efecto de la velocidad de agitacion sobre la produccion de alginato en

cultivos por lotes de A. vinelandii

La Figura 6.9 muestra la concentracion de alginato y el PMP de alginato en cultivos
en lotes de A. vinelandii realizados a 200, 300, 400, 500 y 600 rpm.
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Figura 6.9 Perfil de produccién de alginato (a) y peso molecular promedio de alginato (b) en
cultivos por lotes de A. vinelandii realizados en un biorreactor de 3 L a diferentes

velocidades de agitacion.

En la Figura 6.9a se muestra la evolucion de la concentracion de alginato a diferentes
velocidades de agitacion, donde se obtuvo una concentracién maxima de alginato de 4,0
0,1 g L™ (56 h) en los cultivos realizados a 600 rpm. El alginato entre 400 y 500 rpm fue
similar (3,5 £ 0,1 g L™, 56 h) mientras que, a 200 y 300 rpm, se obtuvo una produccién de
alginato menor (2,8+ 0,2y 3,0+0,2gL™"a 56 h). A modo de complementar estos resultados,
se ha reportado una produccion de alginato desde 2,87 a 4,17 g L™, en cultivos a 300, 500 y
700 rpm, estos se llevaron a cabo en condiciones similares a las de este trabajo, pero sin
pulsos de oxigeno. Estos resultados, demuestran que al aumentar la velocidad de agitacion

se incrementa la produccién de alginato, previamente reportado por varios autores (Diaz-
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Barrera et al., 2021; Ponce et al., 2021; Diaz-Barrera et al., 2014; Lozano et al,.2011; Pefa
et al., 2000).

La Figura 6.9b muestra el PMP del alginato. En los cultivos desarrollados a 200 rpm
el PMP maximo del alginato fue de 219 £ 15 kDa (48 h). En los cultivos desarrollados a 300
rpm el PMP maximo del alginato fue de 439 x 25 (kDa) a las 48 h de cultivo. En los cultivos
desarrollados a 400 rpm el PMP maximo del alginato fue de 488 + 36 kDa (48 h). EIl PMP
maximo del alginato obtenido fue de 504 x 15 kDa durante 48 h de cultivo a 500 rpm. En los
cultivos a 600 rpm el PMP maximo del alginato fue de 437 + 14 kDa (48 h). En todos los
cultivos, el PMP maximo del alginato se obtuvo durante la fase de crecimiento celular, y luego

disminuyd en la fase preestacionaria.

Ponce et al., (2021) observo que, en cultivos por lotes de A. vinelandii en diazotrofia
a 500 rpm, el peso molecular del alginato disminuyé de 607 a 385 kDa entre 40 y 48 h de
cultivo. Se sabe que una disminucién del peso molecular del alginato durante el cultivo puede
explicarse por la accion de las alginato liasas (Ponce et al., 2021; Flores et al., 2013; Truijillo-
Roldan, et al., 2004) codificadas por seis genes de alginato liasa en A. vinelandii (Gimmestad
et al.,2009). Por otra parte, se ha descrito que las alginato liasas (Alys) juegan un papel clave
en la catdlisis de la degradacion del alginato a través de una via enzimatica, asegurando que
el proceso de degradacion del alginato es altamente especifico y eficiente debido a su
especificidad de sustrato, modo de accion y alta actividad enzimatica (Cheng et al., 2020; B.
Zhu & H, Yin, 2015).

En la Tabla 6.6 se muestran los rendimientos de sacarosa en producto (Yags) y en

biomasa (Yagx) y la productividad especifica volumétrica de alginato (gp).

Tabla 6.6 Efecto de la velocidad de agitacion en la produccion de alginato en cultivos por
lotes de A. vinelandii ATCC 9046 en un biorreactor de 3 L

Velocidad de agitaciéon

(rpm) 200 300 400 500 600
113 ¢ 1.14 + 1.20 + 1.20 + 1.34 +
Yagx (9 g™ 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01**
021+ 021+ 020+ 018+
Yags (9 g™ 0.02 0.01 0.03 0.01  0.2020.02
002+ 002+ 002+ 002+ 0.07 %
qaig(g L' h) 0.01 0.01 0.01 0.01 0.02**

Los valores corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacion estandar.
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Las diferencias entre condiciones fueron evaluadas mediante analisis de varianza
unidireccional (ANOVA). Se consideraron estadisticamente significativas segun el siguiente
criterio: * P < 0,05 (significativo), ** P < 0,01 (muy significativo), *** P < 0,001 (altamente

significativo).

En la Tabla 6.6 se muestran los parametros de fermentacion sobre la produccién de
alginato obtenidos bajo las condiciones evaluadas. De acuerdo con el Yaigx se puede observar
que entre 200 y 500 rpm el rendimiento hay un incremento entre 1,13+0,01a21,2+0,01gg
. A 600 rpm el valor de Yagx es ligeramente mayor (1,34 g g') esto se debe a que hay un

aumento de alginato y la acumulacién de biomasa sin PHB es menor a 600 rpm.

Respecto a los valores obtenidos a 600 rpm, estudios previos con P. aeruginosa han
descrito que un incremento en el Yagx podria estar asociado a una copia extra del gen alg8,
el cual codifica para una polimerasa clave en la sintesis de alginato (Remminghorst & Rehm,
2006). Si bien nuestros resultados no incluyen un andlisis de expresidon de genes, el
incremento observado en el Yagx en A. vinelandii a 600 rpm podria indicar cambios a nivel
de la expresion del gen alg8 o de otros genes relacionados con la via de sintesis de alginato,

como una posible adaptacion de la bacteria a las condiciones de alto cizallamiento.

Con respecto al Yaygss, se puede observar que un aumento en la velocidad de agitaciéon
no tiene influencia en los valores de Yags. De acuerdo con lo publicado por otros autores, se
han observado valores de Yaigs muy similares para las condiciones de estudio (Diaz-Barrera
et al., 2021; Ponce et al., 2021, Diaz-Barrera et al., 2014). En cuanto a la qp, se observa que
a 600 rpm se obtuvo el valor de 0,07 + 0,02 g L' h™", el cual es mayor con respecto a las otras

condiciones, siendo estadisticamente significativo.

A 600 rpm, si bien la hidrodinamica genera una disminucion de la VCO y afecta la
concentracion de biomasa (posiblemente con un efecto subletal reflejado en la disminucion
de la qO, la y y PHB previamente descritas), A. vinelandii podria redirigir el flujo de carbono
y energia hacia la via de sintesis de alginato a expensas de otros procesos como el
crecimiento o la acumulacién de PHB. Este fendmeno podria interpretarse como una
respuesta de estrés que induce una mayor produccion de alginato incluso en condiciones
adversas. Por lo tanto, el incremento de la g, a 600 rpm es compatible con la existencia de
un efecto hidrodinamico subletal, al indicar una modulacién metabdlica que prioriza la
produccion de alginato como mecanismo de defensa o supervivencia, aunque el costo sea

una menor actividad respiratoria general y un menor peso molecular del polimero.
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6.5. Relacion entre el efecto de la qO2maxy el crecimiento celular en cultivos

por lotes de A. vinelandii

En la Figura 6.10 se muestran los valores de la qO2max Y l0s valores de los parametros
cinéticos de crecimiento (u y biomasa maxima) los cuales se encuentran representados en

funcion de la velocidad de agitacion.
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Figura 6.10 Relacion entre la qO2max, 1t Y biomasamsx en cultivos por lotes de A. vinelandii a

diferentes velocidades de agitacion.

Como se observa en la Figura 6.10a, un aumento en la velocidad de agitacion entre
200 y 500 rpm mantuvo la qO2max relativamente constante, con valores que oscilaron
alrededor de 12 - 14 mmol g™ h -'. Esto podria indicar que, dentro de este rango, la célula es
capaz de mantener su actividad respiratoria maxima especifica, a pesar de los cambios en
las condiciones hidrodinamicas. Por el contrario, en la figura 6.10b muestra que, un aumento
en la velocidad de agitacion entre 200 y 500 rpm provoco un aumento en y, debido al aumento
de la transferencia de oxigeno, lo que resulté en un aumento de p entre 0,12 £ 0,01 y 0,16 +
0,01 h', incrementando la concentracién maxima de biomasa alcanzada desde 2,56 + 0,02 a
3,75+ 0,12 g L". A 600 rpm, sin embargo, la y y la biomasa maxima disminuyeron, lo que
coincide con la disminucion en la qO2max, sugiriendo que si hay un efecto de las condiciones

hidrodinamicas sobre el crecimiento.
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6.6. Relacion entre el efecto de la qO2 y la producciéon de alginato en

cultivos por lotes de A. vinelandii

Para comprender la influencia de la actividad respiratoria maxima en la produccion de
alginato, la Figura 6.11 presenta la qOzmsx en relacion con la concentracion maxima de
alginato (Figura 6.11a) y el peso molecular promedio maximo del alginato (Figura 6.12b) en

funcién de la velocidad de agitacion.
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Figura 6.11 Relacién entre la produccién de alginato y qO2max en cultivos por lotes de A.

vinelandii a diferentes velocidades de agitacion.

Como se observa en la Figura 6.11a, entre 200 y 500 rpm, donde la qO2max S€ mantuvo
entre 12y 14 mmol g™ h™', la concentracion maxima de alginato aumenté alcanzando su valor
maximo a 600 rpm. Esto podria ser asociado a que, la célula parece redirigir recursos para
maximizar la produccién de alginato en condiciones de alto cizallamiento sin embargo es
necesario realizar un estudio donde la velocidad de agitacién sea mas alta para comprobar

lo que se plantea.

Por otra parte, la Figura 6.11b muestra una relacion inversa entre 1a qO2max y €l PMPmax
del alginato. A medida que la qO2msx aumenta entre 200 y 500 rpm, el PMPmsx del alginato
tiende a aumentar, alcanzando el valor maximo a 500 rpm. No obstante, a 600 rpm, la
disminucion de la qOzmax coincide con una disminucion en el PMPmns de alginato. Esta

tendencia sugiere que las condiciones hidrodinamicas que reducen la qO2max podrian también
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estar afectando el tamafo del polimero. Una posible explicacidon es que, a altas velocidades
de agitacién, se genere un mayor estrés oxidativo, producto del aumento en la formacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS), derivadas del metabolismo respiratorio acelerado
(Imlay, 2018). En este contexto, el estudio de Dingier y Oelze (1987) resulta particularmente
relevante: estos autores cultivaron A. vinelandii utilizando en cultivo continuo bajo diferentes
concentraciones de oxigeno disuelto (entre 1 % y 90 % de saturacion) y demostraron que, a
mayor disponibilidad de oxigeno, la actividad de la superdxido dismutasa (SOD), una enzima
clave en la defensa frente al estrés oxidativo, aumentaba significativamente, tanto en términos
especificos como por célula. Villa et al., (2012) estudiaron el efecto del estrés oxidativo
subletal cronico en A. vinelandii demostrando que este estrés puede modular procesos
fisioldgicos esenciales, como la formacién de biofilms y la produccion de exopolisacaridos,
entre ellos el alginato. En particular, la exposicién prolongada a niveles subletales de especies
reactivas de oxigeno induce respuestas adaptativas que afectan la biosintesis y la integridad

del polimero

Estos hallazgos refuerzan la idea de que A. vinelandii responde al exceso de oxigeno
disuelto activando rutas de defensa que podrian redirigir recursos metabdlicos,
comprometiendo procesos como la sintesis y elongacién del alginato. Por otra parte, un
aumento en la actividad de enzimas liasas que degradan el polimero bajo condiciones
desfavorables podria explicar la reduccion del peso molecular promedio maximo (PMPmax)
observada a 600 rpm. Trujillo-Roldan et al. (2004) investigaron los roles del complejo de la
polimerasa y la alginato-liasa en la determinacion del peso molecular promedio del alginato
producido por A. vinelandii. En su estudio, compararon la bacteria silvestre (A. vinelandii
ATCC 9046) con una bacteria mutante (SML2), incapaz de producir alginato-liasa, para
diferenciar entre los procesos de polimerizacion y despolimerizacion. La alginato-liasa
demostré ser fundamental en la degradacién del alginato en el microorganismo silvestre,
actuando después de la polimerizacion. En contraste, la bacteria mutante no presenté
despolimerizacién ni actividad enzimatica detectable, lo que resalta la importancia especifica
de esta enzima en la modulacion del polimero. Durante el cultivo de A. vinelandii ATCC 9046,
se observé una disminucion significativa en el PMP del alginato a partir de las 14 horas,
coincidiendo con un aumento en la actividad de la alginato-liasa. Esta caida en el PMP se
correlaciond linealmente con el producto de la actividad especifica de la alginato-liasa y la
concentracion final de alginato, indicando que la degradacion del polimero esta directamente
influenciada por la accion de la enzima hacia el final de la fermentacion. Esta degradacion
puede representar una respuesta adaptativa para mantener la estabilidad del biopolimero
frente a cambios en la viscosidad y tensién mecanica del medio, afectando directamente las

propiedades fisicas y funcionales del alginato producido. Asi, el equilibrio entre sintesis y
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degradacién del polimero estaria modulada por las condiciones operativas del cultivo, lo que

explicaria las variaciones observadas en el PMPnsx.

Aunque este estudio se ha centrado en la relacion entre la hidrodinamica del
biorreactor y la actividad respiratoria de A. vinelandii, asi como la produccion de alginato y
PHB bajo la adicion de pulsos de oxigeno, existen algunas interrogantes sobre los
mecanismos subletales que operan a nivel celular y sus repercusiones en el producto final.
Ademas de los cambios morfoldgicos, se realizara un estudio detallado de la expresién de
genes clave que intervienen en la biosintesis de alginato, la respiracién, la fijacion de
nitrdgeno y genes que intervienen en el estrés celular. Esto permitira determinar si existe
efectivamente un efecto hidrodinamico a nivel celular, evidenciado a través de cambios en la
expresion génica. La comprension integral de estos factores, junto con las caracteristicas
fisicoquimicas del alginato (peso molecular, grado de acetilacion y relacion G/M),
proporcionara una vision mas completa de la respuesta de este microorganismo a las
condiciones hidrodinamicas y permitira disefar estrategias para obtener un alginato con

caracteristicas reproducibles.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES SEGUNDO OBJETIVO

Los resultados presentados en este capitulo, correspondientes al segundo objetivo,
se realizaron en cotutela bajo la direccién de la Profesora Victoria Santos, Catedratica del

Departamento de Ingenieria Quimica y de Materiales de la Universidad Complutense de

Madrid, Espana, en el grupo de investigacion Fisicoquimica de procesos industriales y
medioambientales (FQPIMA).

7.1. Caracterizacion de la transferencia de oxigeno en biorreactor tanque

agitado a través del método fisico de desgaseo

En primer lugar, se llevo a cabo una traslacion de escala del biorreactor empleado en
los experimentos realizados en el capitulo anterior (de 3 L volumen total con un volumen util
de 1,5 L marca Applikon), al biorreactor disponible en las instalaciones de la UCM; (un
biorreactor de 2 L de volumen total con un volumen util de 1,5 L marca Sartorius), ambos
detallados en el Capitulo de Materiales y Métodos seccion 5.7.1. Para ello se utiliz el principio
de semejanza geométrica considerando que se utilizaron dos turbinas Rushton, mediante las
medidas de la distancia entre cada impulsor, la distancia de los baffles de los biorreactores,
la distancia del difusor del aire respecto de los impulsores y la distancia entre la toma de

muestra e impulsores.

Luego se realizdé una caracterizacion del biorreactor a través de la medicion de k;a
utilizando el método de desgaseo. Esta eleccion se fundamento en la importancia del oxigeno
en cultivos aerobios y las dificultades inherentes a la transferencia de oxigeno debido a su
baja solubilidad y la alta resistencia existente (Diaz & Acevedo, 1999; Ju & Chase, 1992). Se
mantuvieron las condiciones de cultivo, utilizando el medio de cultivo que se empleara en los
experimentos y manteniendo las proporciones de cada reactivo a utilizar sefialados

anteriormente en el Capitulo de Materiales y Métodos seccion 5.1.4.

En la Figura 7.1 se muestra el perfil de k;a por el método de desgaseo en ambos
biorreactores. Los experimentos en el biorreactor Sartorious (circulos color negro y blanco)
se realizaron por triplicado, y fue ejecutado en un rango entre 100 y 1000 rpm. Tanto en la
curva de desorcion como la de absorcion fue utilizado aire comprimido para realizar 100% de
saturacion de aire y nitrégeno gaseoso para realizar 0% de saturacidon de aire. Como se

observa los valores obtenidos experimentalmente, abarcan valores entre 15,4 £ 0,4 y 147,9
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+ 0,7 hen la curva de absorcion y valores entre 15,9 + 0,9y 142,8 £ 0,9 h' en la curva de
desorcion. Si bien estos valores difieren un poco de la caracterizacion realizada en el
biorreactor Applikon (circulos color rojo y naranjo) por ende, a través de una regresion
matematica se logré obtener una ecuacion de tipo exponencial, y con ella se determiné la
velocidad de agitacion para mantener el k; a inicial en el sistema. Ademas, se estimé el tiempo
de respuesta del electrodo (Seccion 5.4). Cabe destacar que, bajo las condiciones
estudiadas, fue necesario aplicar una correccion en la respuesta del electrodo para las

velocidades de agitacién de 800, 900 y 1000 rpm.

C 180 180 ®
(72} -
g 1601 & buoer 1160 §
- @ Absorcién —
S 140 t i g 1140 37
€ @ Desorcion o
© é @ g—
®» 120 o 120 <
S =]
..g 100 | 1100 ©
9 80 ° 80 g
5 5
& 60 808 160 m
= 40} o {40
L o
S 20 eg® 2
. O I ! | 1 O O

0 200 400 600 800 1000 1200
Velocidad de agitacion (rpm)
Figura 7.1 Curvas de desorcion y absorcion para la determinacion del coeficiente

volumétrico de transferencia de oxigeno (k;a) mediante el método dinamico sin células.

En la Tabla 7.1 se muestran los diferentes valores de VTOmax calculado a partir del
valor obtenido de k; a. Estos valores se encuentran entre 38 £ 0,1y 34,5+ 0,9 mmol L' h'y
son similares a los reportados previamente calculando el balance de gases de salida del
biorreactor (Ponce et al., 2021; Diaz-Barrera et al., 2021; Diaz-Barrera, Gutierrez, et al.,
2014).

Tras una exhaustiva caracterizacion de la actividad respiratoria (qO2) de A. vinelandii
ATCC 9046 a diferentes velocidades de agitacion, realizada mediante pulsos de oxigeno
como parte del primer objetivo del estudio (Seccidn 6.1), se pudo establecer y comprender un
rango relevante de condiciones hidrodinamicas. Dicha caracterizacion fue fundamental para
identificar las condiciones que influencian de manera significativa la respiracién del
microorganismo y, por ende, su metabolismo. De acuerdo con la curva experimental que

relaciona la velocidad de agitacién con la VCO, la cual esta intrinsecamente ligada a la VTO
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del sistema en cultivos por lotes de A. vinelandii en condiciones de diazotrofia (Figura 6.3),
se procedio a seleccionar un conjunto especifico de velocidades para una investigacion mas
detallada de su influencia en el rendimiento del cultivo. Las velocidades de agitacion
seleccionadas fueron: 100, 300, 500, 700 y 900 rpm.

Tabla 7.1 Estimacion de la VTOmax utilizando k,a por método dindamico sin células

Velocidad de agitacion VTOmax
(rpm) (mmol L h)
100 3,7+£0,1
125 43+0,2
200 6,2 £ 0,03
210 6,4 +£0,1
300 8,9+ 0,01
400 12,1+0,2
410 13,5+0,1
500 15,1+0,2
600 21,2+0,1
700 27,4 £ 0,01
725 28,2+ 0,1
800 29,0+0,3
900 30,4+0,3
925 31,3+04
1000 345+0,9

Los valores corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacion estandar.

7.2. Efecto comparativo de la velocidad de agitacion (100 vs. 900 rpm) sobre
el metabolismo de A. vinelandii ATCC 9046

A continuacioén, se presentan los resultados de la influencia de la velocidad de
agitacion (100 y 900 Rpm) y por ende de VTOmax y/0 VCOmax (3,7 £ 0,1y 34,5+ 0,9 mmol L™
h'') en cultivos de A. vinelandii ATCC9046, con el objetivo de analizar su influencia sobre el

crecimiento, consumo de sacarosa, produccion de alginato y PHB, asi como la TOD.

Se ha estudiado la evolucion de biomasa, sacarosa, PHB, alginato y TOD a lo largo
del tiempo, empleando como ejemplos comparativos los cultivos a 100 rpm (Figura 7.2) y 900

rom (Figura 7.3). En la Figura 7.2 se muestra la evolucion del crecimiento, el consumo de
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sacarosa, la TOD, la produccion de alginato y PHB en cultivos de A. vinelandii ATCC9046 a
100 rpm. Se puede observar que, el crecimiento de la biomasa y la produccion de PHB estan
completamente asociados. La produccion de alginato comienza desde el inicio del cultivo y
se mantiene constante desde las 35 horas, antes de que el cultivo se encuentre en fase
estacionaria. El producto principal del proceso en estas condiciones es el PHB. El consumo
de sacarosa disminuye a lo largo de cultivo, sin embargo, no se agota por completo, lo que
indicaria que no es el factor limitante del proceso. Por otra parte, La TOD disminuye a valores
cercanos a cero a tiempos tempranos del cultivo, por lo que el proceso global parece estar
limitado por la VTO. La baja disponibilidad de oxigeno podria desviar el metabolismo hacia la
acumulacion de PHB, un biopolimero de reserva tipico en condiciones de limitacién de

oxigeno con exceso de carbono.

Contrastando estos resultados con los de la Figura 7.3, que muestra la evolucién del
experimento realizado a 900 rpm, se puede observar que el crecimiento de la biomasa y la
produccion de alginato estan también completamente asociados, siendo el alginato el
producto principal. La produccion de PHB es cercana a cero durante el cultivo, lo que podria
indicar que la disponibilidad de oxigeno no induce a la acumulaciéon de PHB. El consumo de
sacarosa disminuye a lo largo del cultivo llegando valores cercanos a cero luego de las 48 h
de cultivo e indicando que es el factor limitante del cultivo en estas condiciones,
observandose, incluso, una pequefa disminucion en la concentracidén de alginato,
seguramente consumido por las células para su mantenimiento. Por otra parte, la TOD
disminuye a valores cercanos a cero a las 10 h de cultivo, sin embargo, esta limitacién es solo
de 10 h. Posteriormente la TOD aumenta durante la fase de crecimiento hasta alcanzar un
valor constante cercano al 80% de saturaciéon de aire a partir de las 32 h de cultivo. Esta
mayor disponibilidad de oxigeno podria permitir un metabolismo mas oxidativo, favoreciendo

la produccion de alginato.
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Figura 7.2 Evolucion de la concentraciéon de biomasa, sacarosa, alginato, PHB y TOD en
cultivos por lotes de A. vinelandii ATCC 9046 a 100 rpm y flujo de aire de 1,5 L min™.
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Figura 7.3 Evolucién de la concentracion de biomasa, sacarosa, alginato, PHB y TOD en
cultivos por lotes de A. vinelandii ATCC 9046 a 900 rpm vy flujo de aire de 1,5 L min™.

La velocidad de agitacion, al afectar directamente a VTO y, consecuentemente a VCO,
es un factor determinante en el metabolismo de A. vinelandii ATCC9046. A una baja VTO
(100 rpm) limita la disponibilidad de oxigeno, promoviendo la produccion de PHB y haciendo
que el oxigeno sea el factor limitante. Por otro lado, a una alta VTO (900 rpm) asegura una
mayor disponibilidad de oxigeno, lo que favorece el crecimiento de la biomasa y la produccién

de alginato, y desplaza la limitacion hacia la sacarosa.
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Con estos resultados, se profundizara en el estudio del efecto de la velocidad de
consumo de oxigeno (qO2) y por ende de la VTO sobre la calidad del alginato y los parametros
de respiracion celular utilizando A. vinelandii ATCC 9046 mediante cultivos por lotes y en
condiciones de diazotrofia, observando la evolucion de todos los compuestos en funcion de
la variable estudiada y, de forma cuantitativa, mediante la determinacion de los rendimientos
maximos obtenidos de la biomasa y los dos productos; las velocidades de crecimiento,
consumo de sustrato y formacion de productos; y la productividad y selectividad alcanzadas

en cada experimento.

7.3. Influencia de la velocidad de agitacién y/o VTO sobre la TOD, crecimiento,
sacarosay produccion de PHB en cultivos por lotes de A. vinelandii ATCC
9046

Se realizaron cultivos de A. vinelandii ATCC 9046 para determinar el efecto de laVTO
sobre el crecimiento, consumo de sacarosa y producciéon de PHB. Se determind la evolucion
del TOD para los cultivos de A. vinelandii ATCC 9046 realizados en un biorreactor de 2 L a
diferentes velocidades de agitacién. La Figura 7.4 presenta los perfiles tipicos de TOD en
cultivos de A. vinelandii ATCC 9046 a todas las velocidades de agitacion estudiadas (Ponce
et al., 2021a; Diaz-Barrera et al., 2021; Diaz-Barrera, Gutierrez, et al., 2014). La TOD alcanzé
valores cercanos a cero a las diferentes velocidades de agitacion, lo que demuestra el alto
nivel de respiracion de las células de A. vinelandii. Este nivel de TOD (casi cero) se mantuvo
por periodos de 18 a 40 h, dependiendo de la velocidad de agitacién del cultivo (500, 700 y
900 rpm). Posteriormente, a estas velocidades mas altas, el valor de la TOD aumenté,
coincidiendo con el cese del crecimiento celular. Este fenémeno se relaciona con que una
mayor velocidad de agitacion permite una mayor velocidad de transferencia de oxigeno en el

cultivo, acortando la duracion de la fase de limitacion.
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Figura 7.4 Evolucion de la TOD en cultivos por lotes de A. vinelandii ATCC 9046 realizados

en un biorreactor de 2 L a diferentes velocidades de agitacion.

En contraste, en los cultivos a 100 y 300 rpm, el TOD permanecié casi en cero entre
68-70 h, mientras el microorganismo estaba en fase estacionaria. Esta limitacion de oxigeno
en bajas agitaciones podria deberse a que, incluso en fase estacionaria, las células
mantenian altos requerimientos de oxigeno para el mantenimiento celular, superando la

capacidad de transferencia de oxigeno del sistema.

La Figura 7.5 muestra la concentracion de biomasa sin PHB, la concentracién de
sacarosa, la produccion de PHB en cultivos por lotes de A. vinelandii ATCC 9046 a 100, 300,
500, 700 y 900 rpm.

En la Figura 7.5a se muestra que en cultivos realizados a 500 rpm se obtuvo una
concentracion maxima de biomasa de 4,6 £ 0,1 g L' (72 h de cultivo), mientras que a 100 y
300 rpm se obtuvieron biomasas mas bajas entre 2,8 + 0,1y 2,9+ 0,02gL"alas 56y 52 h
de cultivo respectivamente. Por otra parte, se observa que a 700 rpm la concentracion
méaxima de biomasa fue de 4,1 + 0,03 g L™ a las 48 h, sin embargo, un incremento en la

velocidad de agitacion a 900 rpm la biomasa decrece a 3,4 + 0,1 g L™ a las 44 h de cultivo.
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Figura 7.5 Perfil de la biomasa (a), la sacarosa (b) produccion de PHB (c) y acumulacién de
PHB (d) en cultivos por lotes de A. vinelandii ATCC 9046 realizados en un biorreactor de 2 L

a diferentes velocidades de agitacion.

Se han reportado previamente estudios de cultivos por lotes de A. vinelandii, a 300,
500y 700 rpm (Diaz-Barrera et al., 2021; Ponce et al., 2021b). En estos trabajos se observa
que, entre 300 y 700 rpm, se alcanzé un maximo de biomasa entre 3,30 y 6,73 g L™
aproximadamente, valores superiores a los obtenidos en este trabajo ya que consideraban la
biomasa total (con PHB). Cabe destacar que los datos experimentales a 100 y 900 rpm se
presentan por primera vez en este trabajo, por lo que no existe evidencia previa reportada

sobre los parametros obtenidos en estas condiciones.

A modo de sintesis, se puede observar que el aumento de la VTO, producto del
incremento de la velocidad de agitacién, conduce a una mayor concentracion de biomasa en
fase estacionaria. No obstante, a 900 rpm la biomasa alcanzada en fase estacionaria es
menor que a 700 rpm, lo que podria estar asociado a un posible efecto de la hidrodinamica
excesiva, evidenciado por la disminucion de la biomasa después de las 35 h, lo que podria

indicar el inicio de una fase de muerte celular inducida por el estrés mecanico.
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En la Figura 7.5b se muestra la evolucion de la sacarosa, donde se observo que a
500, 700 y 900 rpm, la sacarosa se consumio totalmente, lo que indica que la fuente de
carbono limité el crecimiento celular. Por otro lado, a 100 y 300 rpm, la concentracion de
sacarosa no fue consumida completamente, dejando una concentracién residual de entre 2,2
+0,1y 4,6 +0,3 gL' aproximadamente a las 72 h de cultivo. Se sabe que en los cultivos de
A. vinelandii la constante de afinidad (Ks) por la sacarosa es de 0,1 g L™ lo que indica que los
cultivos a 100 y 300 rpm no estaban limitados por la fuente de carbono (Kuhla & Oelze,
1988b). Para comparar, recientemente se han reportado cultivos por lotes de A. vinelandii
AT9 a diferentes VTO, 3,6 y 12,4 mmol L' h', y se observo que los cultivos no estaban

limitados por la fuente de carbono (Medina et al., 2023).

La Figura 7.5¢ muestra la produccién de PHB bajo las diferentes condiciones
estudiadas. En cultivos a 500 rpm se observé una mayor produccion de PHB alrededor de
3,7 +0,1 g L' después de 48 h de cultivo, sin embargo, la produccion de PHB decrece a 1,6
+ 0,1 g L' a las 72 h de cultivo lo que sugiere que hay una mayor actividad de
despolimerizacién, esto se correlaciona con el agotamiento de sustrato que se observa a las
48 h (Roohi et al., 2018). La produccién de PHB a 300 rpm mostré una evolucion que se
mantuvo constante con un valor de 2,9 + 0,1 g L™ a partir de las 36 h de cultivo. Ademas, a
100 rpm, se obtuvo una produccion de PHB cercana a 2,4 + 0,1 g L™ a las 72 h de cultivo.
Finalmente se destaca que la produccion de PHB a 700 rpm fue de 0,4 + 0,01 g L a las 28
h de cultivo, luego de eso a las 72 h de cultivo la produccion decrece a 0,02 + 0,001 g L. Por
otra parte, al aumentar la velocidad de agitacion a 900 rpm la producciéon de PHB sigue
disminuyendo y se mantiene constante a lo largo del cultivo a un valor de 0,03 + 0,001 g L.
De acuerdo con estos resultados, al incrementar la VTO y por ende la hidrodinamica posee
un impacto en la produccion de PHB disminuyéndola drasticamente a valores de produccion

minimos.

Finalmente, la Figura 7.5d muestra los perfiles obtenidos de acumulacion de PHB,
destacando que a 100 rpm se obtuvo una acumulacion similar a lo largo de todo el cultivo
cercana alos 42,8 + 2,0 % p p"' alas 64 h de cultivo. A 300 rpm se logré una acumulacion
maxima de 52,1 + 1,1 % p p™" a las 72 h de cultivo. En contraste con estos resultados
obtenidos, al aumentar la velocidad de agitacion a 500 rpm se observa una acumulacion
maxima de 53,5 + 0,9 % p p~' a las 36 h de cultivo y luego este disminuye a 31,0 + 3,2 % p
p~! al finalizar el cultivo. Sin embargo, al seguir aumentando la velocidad de agitacion a 700
y 900 rpm la acumulacién durante el cultivo disminuye considerablemente respecto de la
maxima obtenida a 300 rpm en un valor cercano al 80%, lo cual se correlaciona con la

produccion de PHB.
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Los resultados presentados en las figuras 7.5¢c y 7.5d revelan una clara influencia de
la velocidad de agitacion, y por ende de la VTO y la hidrodinamica, sobre la produccion y
acumulacion de PHB en A. vinelandii. Se observa que, al incrementar la VTO, la produccion
y acumulacion de PHB tienden a disminuir drasticamente, alcanzando valores minimos a 700
y 900 rpm. Esto sugiere que bajo condiciones de alta disponibilidad de oxigeno y
posiblemente un efecto hidrodinamico, A. vinelandii desvia su metabolismo de la acumulacion
de PHB hacia otras vias, como la produccién de alginato, o que la propia sintesis de PHB se

ve inhibida.

La Tabla 7.2 muestra una comparacion de los parametros de fermentacion obtenidos
a diferentes velocidades de agitacion, de la que se desprende que p se correlaciona
positivamente con el aumento de la velocidad de agitacion en cultivos de A. vinelandii de 0,11
a 0,18 h”" entre 100 y 700 rpm, aunque se observa una disminucion a 900 rpm, posiblemente

por efectos hidrodinamicos (Diaz-Barrera et al., 2021).

Tabla 7.2. Parametros de fermentacion (u, gs y Yxis) obtenidos en cultivos por lotes de A.

vinelandii a diferentes velocidades de agitacion

Vf—:tloc_:i’dad de 7} Yxis Qs R2
agitacion (rpm) (h™) (99" (9g'h’)
100 0,11 % 0,01** 0,19 0,01 0,10 + 0,02** 0,997
300 0,15 £ 0,02* 0,18 £ 0,01 0,11 £ 0,01* 0,990
500 0,16 £ 0,01* 0,22 + 0,02*** 0,15+ 0,01 0,982
700 0,18 £ 0,01** 0,21 £ 0,01** 0,17 £ 0,01*** 0,990
900 0,17 £ 0,02 0,18 £ 0,02 0,17 £ 0,02*** 0,985

Los valores corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacion estandar.
Las diferencias entre condiciones fueron evaluadas mediante andlisis de varianza
unidireccional (ANOVA). Se consideraron estadisticamente significativas segun el siguiente
criterio: * P < 0,05 (significativo), ** P < 0,01 (muy significativo), *** P < 0,001 (altamente

significativo).

En cuando al Yxs, este valor se mantuvo relativamente similar entre las diferentes
velocidades de agitacion evaluadas. Medina et al., (2023), describié que un aumento en el
Yx;s con la velocidad de agitacion podria indicar que la bacteria utiliza mayor proporcion del
sustrato para crecimiento celular. Sin embargo, velocidades mas altas pueden generar una
disminucion en el rendimiento, dado que el consumo de carbono se destina también a

funciones de mantenimiento celular y sintesis de productos como alginato y PHB.
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Respecto de nuestros resultados, se observa entre 500 y 700 rpm se encuentran los
valores mas altos de Yx;s sugiriendo un mayor aprovechamiento del sustrato para biomasa.
En contraste, a 900 rpm el rendimiento vuelve a valores similares a los observados a 100 y
300 rpm, lo que podria indicar un efecto hidrodinamico que afecta la distribucién del carbono
entre crecimiento y produccion de metabolitos secundarios. Por otra parte, en la Tabla 7.2,
se observa que la gs aumenta con la velocidad de agitacion entre 100 y 700 rom (0,10 a 0,17
g g’ h'"), lo cual se ha asociado a un incremento en la produccion de alginato. Sin embargo,
a 900 rpm, el gs se mantiene constante, sugiriendo un cambio metabdlico en la velocidad de
consumo, lo que podria explicarse con la sintesis de productos (Inomura et al., 2017; Lozano
et al., 2011; Pena et al., 2000).

La Tabla 7.3 muestra una comparaciéon de los parametros de fermentacion obtenidos a

diferentes velocidades de agitacion.

Tabla 7.3. Parametros de fermentacion (Yrre/is Yy Qprs) obtenidos en cultivos por lotes de A.

vinelandii a diferentes velocidades de agitacion

Velocidad de YrHBIS QrrB
agitacion (rpm) (g g”) (gL'h")
100 0,15+ 0,01 0,03 £ 0,02
300 0,23 £ 0,01** 0,06 + 0,02**
500 0,18 £ 0,01 0,05 £ 0,01
700 0,06 £ 0,01*** 0,01+ 0,01™**
900 0,0013 £ 0,002*** 0,001 £ 0,00***

Los valores corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacion estandar.
Las diferencias entre condiciones fueron evaluadas mediante andlisis de varianza
unidireccional (ANOVA). Se consideraron estadisticamente significativas segun el siguiente
criterio: * P < 0,05 (significativo), ** P < 0,01 (muy significativo), *** P < 0,001 (altamente

significativo).

De la Tabla 7.3 se desprende que, entre 100 y 300 rpm, el Yprris aumenta de 0,15 a
0,23 g g, mientras que Qpns de 0,03 a 0,06 g L™ h™'. No obstante, entre 500 y 900 rpm,
ambos parametros experimentan una disminucién, cayendo aproximadamente un 98%
respectivamente desde sus valores maximos, lo que sugiere una inhibicidon casi completa de

la sintesis de PHB a velocidades de agitacion elevadas.
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7.4. Efecto dela VTO sobre la produccién de alginato, en cultivos por lotes de
A. vinelandii ATCC 9046

La Figura 7.6 muestra la concentracién de alginato y en cultivos por lotes de A.
vinelandii realizados a 100, 300, 500, 700 y 900 rpm. En la figura 7.6, se muestra que se
obtuvo una concentracion maxima de alginato de 4,2 + 0,01 g L (44 h) en los cultivos
realizados a 700 rpm. A 900 rpm se obtuvo una concentracién similar que a 700 rpm de 4,2
+ 0,1 g L' alas 36 h de cultivo. Por otra parte, a 500 rpm se obtuvo una concentracién de
alginato de 3,3+ 0,1 g L™ a las 48 h de cultivo la cual se mantiene constante hasta el término
del cultivo Entre 100 y 300 rpm se obtuvo una menor concentracion de alginato entre 2,0
0,02a2,7+0,02gL"alas 48 hy alas 56 h de cultivo.
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Figura 7.6 Perfil de la produccién de alginato en cultivos por lotes de A. vinelandii ATCC

9046 realizados en un biorreactor de 2 L a diferentes velocidades de agitacion.

En comparacion con estos resultados, se han reportado concentraciones de alginato
que oscilan entre 2,87 y 4,17 g L', en cultivos a 300, 500 y 700 rpm, estos se realizaron en
condiciones similares a las de este trabajo. Como se puede observar, el aumento de la
velocidad de agitacién afecta la VTO y ha demostrado ser importante para producir alginato,
como varios autores han reportado previamente (Diaz-Barrera et al., 2021; Ponce et al., 2021;
Diaz-Barrera, Gutierrez, et al., 2014; Lozano et al., 2011; Pefia et al., 2000).
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En la Tabla 7.4 se muestra los valores de los parametros de fermentacion sobre la
produccion de alginato obtenidos bajo las condiciones evaluadas. En cuanto a los valores
obtenidos de Yaiys, se observa que a 700 y 900 rpm que es donde se produce la mayor
cantidad de alginato alrededor de 0,30 g g™ a las 24 h de cultivo. Por otro lado, se muestra
que los rendimientos entre 100 y a 500 rpm son muy similares alrededor de 0,19 g g a las
24 h de cultivo, a lo largo del cultivo estos valores se mantienen constantes decreciendo hasta
0,14 g g'. Se puede concluir que, al aumentar la velocidad de transferencia de oxigeno, el

microorganismo desvia mayor cantidad de sacarosa hacia la produccion de alginato.

Respecto de Yagx, se observa en la Tabla 7.4 que un aumento de la velocidad de
agitacion influye en los valores obtenidos de Yagx, @ 700 y 900 rpm el valor es 30% veces
superior al valor mas bajo, esto se debe a que hay una mayor produccion de alginato en
comparacion con las otras condiciones, sin embargo, la concentracién de biomasa es menor.
De acuerdo con lo publicado por otros autores, se han observado valores de Yagx muy
similares para las condiciones de estudio (Dia-Barrera et al., 2021; Ponce et al., 2021, Diaz-
Barrera et al., 2014). El microorganismo es mas activo en la produccién de alginato cuando
la VTO es mayor, como se muestra, en la figura de la evolucién de alginato (Figura 7.6) y en
la tabla 7.4, se observa que, tanto la concentracion, como la velocidad a la que se obtiene,
es la misma a 700 y 900 rpm. Podria ser que, la posibilidad de consumir mas oxigeno podria

activar la expresion de ciertos genes (enzimas) que facilitan su produccion.

Tabla 7.4. Parametros de fermentacion (Yagx, Yagx, Qaig Y gag) obtenidos mediante cultivos
por lotes de A. vinelandii ATCC 9046.

Velocidad de o
L Caigmax Y aigis Y aigis Qaig Qaig Selectividad (gaig
agitacion Py p 4 A - A -1 -1
(gL (997 (9g”) (gL'h’) (gg’h’) Jaig+rHB™)
(rpm)
1,96 + 0,70 + 0,19 + 0,03 + 0,02 +
100 0,45
0,02 0,02 0,02 0,02 0,01
2,72 + 0,19+ 0,06 + 0,02 +
300 + 0,02 0,49
0,02 0,01 0,01 0,01
3,33 0,71 % 0,19 + 0,07 £ 0,03
500 0,50
0,05 0,01 0,03 0,01 0,01
422 + 1,01 0,30 + 0,09 + 0,04 +
700 0,91
0,01*** 0,01** 0,01** 0,02 0,01
4,16 + 1,20 + 0,30 + 0,12 + 0,04 +
900 0,99

0,06***  0,00*** 0,02** 0,02** 0,02**
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Los valores corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacion estandar.
Las diferencias entre condiciones fueron evaluadas mediante analisis de varianza
unidireccional (ANOVA). Se consideraron estadisticamente significativas segun el siguiente
criterio: * P < 0,05 (significativo), ** P < 0,01 (muy significativo), *** P < 0,001 (altamente

significativo).

Respecto a los valores de Q; en la Tabla 7.4, se observa que a 900 rpm el valor es
tres veces mayor con respecto a la condicion de agitacion mas baja. Se sabe que la
produccion de alginato depende del consumo de sacarosa y de cédmo esta ingresa a la via,
generando el acido polimanurénico el precursor de la biosintesis. Se cuantificoé la qq a las
diferentes condiciones de cultivo, obteniéndose una productividad especifica entre 100 y 300
rom de 0,02 g g h”', sin embargo, al aumentar a 900 rpm se observa un valor de 0,04 g g™
h-'. Valores similares fueron reportados por Diaz-Barrera et al., (2021) entre 300 y 700 rpm
entre 0,014y 0,017 gg”' h™.

Por otra parte, para evaluar la eficiencia del proceso en la direccion del flujo
metabdlico hacia los productos de interés, se calculd el parametro de selectividad (ver Tabla
7.4), definido como la relacion entre los gramos de alginato producidos y la suma de los
gramos de alginato mas los gramos de PHB. Este parametro refleja la capacidad de A.
vinelandii para priorizar una via biosintética sobre otra bajo diferentes condiciones operativas.
Una alta selectividad hacia alginato (valor cercano a 1) sefalaria una optimizacion del proceso
para su produccion principal, mientras que un valor bajo indicaria una mayor preferencia por
la produccion de PHB. El analisis de la selectividad mostré que a bajas VTO, se observé que
la selectividad hacia el alginato se encontraba en un rango entre 0,45y 0,49. Este valor indica
que una proporcion considerable del carbono asimilado por el microorganismo es dirigida
hacia la produccién de PHB, confirmando que estas condiciones de limitacion de oxigeno
favorecen la acumulacion de este biopolimero de reserva. En contraste, a altas VTO, la
selectividad alcanzé valores entre 0,91 y 0,99, lo cual demuestra que el flujo de carbono se
orienta predominantemente hacia la produccion de alginato. Este hallazgo subraya la
capacidad de A. vinelandii para optimizar la sintesis de alginato cuando la disponibilidad de

oxigeno es elevada.

Particularmente a 500 rpm, la selectividad fue de 0,5. Esto sugiere que, en estas
condiciones, el microorganismo se encuentra en una fase metabdlica de transiciéon o
equilibrio, donde aun existe una produccion significativa de PHB, pero la disponibilidad de
oxigeno no es lo suficientemente alta como para dirigir el carbono exclusivamente hacia el

alginato. Esto podria ser un indicativo crucial de que el metabolismo de A. vinelandii puede
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ser ajustado y optimizado con precision, segun VTO para favorecer selectivamente la

produccion de alginato o PHB.

En cuanto a la produccion de alginato en términos de la concentracién maxima
obtenida para cada velocidad de agitacion, los resultados muestran una correlacion positiva
con el incremento de la VTO. Se observa que, a mayor VTO, se produce una concentracion
mayor de alginato, alcanzando un maximo alrededor de 700 rpm, para luego mantenerse en
un nivel similar al aumentar la agitacion a 900 rpm. Esto sugiere que el alginato es el producto
principal en condiciones de alta disponibilidad de oxigeno, y que la velocidad de agitacion

favorece su biosintesis hasta un punto de saturacién o incluso por un efecto hidrodinamico.

Sin embargo, mas alla de la cantidad producida, es fundamental destacar que la
"calidad" del alginato obtenido bajo estas diferentes condiciones de agitacién es un factor
critico. La determinacion de propiedades y caracteristicas especificas, como el peso
molecular, la viscosidad y la relacion G/M, resulta indispensable. Estos seran abordados con
mayor detalle en a continuaciéon ya que, permitirdn comprender las implicaciones de las
condiciones hidrodinamica en la estructura del alginato y, consecuentemente, determinar en
qué condiciones especificas es mas ventajoso producir alginato en funcién de la aplicacion
final deseada. Es por ello que, dada la complejidad del proceso y la necesidad de una
caracterizacion exhaustiva del del alginato para comprender su calidad y propiedades
funcionales, se propone la realizacién de un estudio estequiométrico. Este analisis permitira
profundizar en la distribucion del flujo de carbono y energia, proporcionando una comprensiéon
mas rigurosa de la respuesta de A. vinelandii a las condiciones de cultivo y facilitando la

obtencion dl alginato con caracteristicas especificas.

7.5. Determinacion de la ecuacion estequiométrica para el crecimiento de A.
vinelandii ATCC 9046

A partir de los datos experimentales obtenidos, se propuso el desarrollo de una
ecuacioén estequiométrica de la reaccién global para el crecimiento de A. vinelandii, aplicable
a cada condicién de cultivo estudiada. Dado que no existen precedentes reportados para una
ecuacion de este tipo en la literatura, fue indispensable desarrollar una metodologia

especifica para su formulacion.

En primer lugar, para el planteamiento de la reaccién, se utilizaron las férmulas

moleculares de todos los compuestos implicados: sacarosa, nitrdgeno molecular, oxigeno
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molecular, biomasa, alginato, PHB, dioxido de carbono y agua. Siendo necesario la

determinacion o suposicion de las formulas moleculares de la biomasa, alginato y PHB.

En el caso de la biomasa, se realizdé su determinacion experimental mediante un
microanalisis elemental de la biomasa obtenida en los diferentes experimentos realizados. En
cada punto de muestreo y para cada velocidad de agitacion (incluyendo sus réplicas), se
analizaron muestras de biomasa para obtener los porcentajes de carbono, hidréogeno y
nitrégeno. El porcentaje de oxigeno se determiné por diferencia, asumiendo que el 92% de la
composicion de la biomasa esta formada por los cuatro elementos (C, H, O, N) Con esta
informacion, fue posible calcular la formula molecular media de la biomasa en cada tiempo
de muestreo y, posteriormente, debido a la pequena variacién observada en cada condicion
experimental a lo largo del tiempo de fermentacién. obtener una formula molecular promedio
representativa para cada condicién experimental (a partir de los triplicados), permitiendo su

comparacion y uso en la ecuacion estequiométrica global (Talaat, 2012; Heldal et al., 1996).

En la Tabla 7.5, se muestra la composicion promedio de la biomasa a cada velocidad
de agitacién refiriendo la composicion a 1 mol C / mol biomasa, como es habitual para

expresar las férmulas moleculares representativa de la biomasa.

Tabla 7.5. Valores de la composicién de biomasa (C, H, O y N) a través de microanalisis

elemental para cada velocidad de agitacion.

agﬁlaocﬁ:')dna?r::\) H o N
100 1 2,65+ 0,02 0,13+ 0,02 1,52+0,18
300 1 2,24 + 0,04 0,12 + 0,01 1,56 + 0,06
500 1 1,92 £ 0,02 0,16 + <0,01 1,33 £ 0,03
700 1 1,95 + 0,01 0,08 + <0,01 0,93 + 0,01
900 1 2,02 +<0,01 0,16 + <0,01 1,03 £ <0,01

Los valores corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacion estandar.

A partir de estos datos, se puede decir, que se muestra que la composicion elemental
de la biomasa de A. vinelandii no es constante, sino que varia significativamente con la
velocidad de agitacién. Esto valida el realizar el microanalisis en cada condicién experimental
y en todos los puntos de muestreo, ya que utilizar una férmula de biomasa genérica podria

introducir errores sustanciales en el modelo estequiométrico.
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También, se puede observar que a bajas velocidades (100 - 300 rpm), el contenido en
N es relativamente alto (1,52-1,56 mol N / mol C), lo que sugiere una biomasa mas rica en
compuestos nitrogenados (como proteinas y acidos nucleicos). Sin embargo, a medida que
la agitacion aumenta, el contenido de nitrégeno disminuye drasticamente, alcanzando sus

valores mas bajos a 700 y 900 rpm (0,93 y 1,03 mol N / mol C, respectivamente).

Por otra parte, se observaron variaciones en el contenido de H y O. El H tiende a
disminuir con la agitacion inicial (de 2,65 a 1,92), lo que podria reflejar cambios en la
proporcion de lipidos o la hidratacion de la biomasa. El O presenta fluctuaciones, pero se

mantiene en un rango bajo, lo cual es esperable si se asume su determinacién por diferencia.

Cabe destacar que es la primera vez que se realiza un microanalisis elemental para
el estudio de A. vinelandii, por lo que no existe evidencia en literatura. Es por ello que, estos
cambios en la composicién elemental son un reflejo de las adaptaciones fisioldgicas del
microorganismo para dirigir su metabolismo hacia la producciéon de alginato o PHB bajo
diferentes VTO.

Por otra parte, para el planteamiento de la reaccidén, se asignaron férmulas
moleculares tanto al PHB como al alginato. En el caso del PHB, la formula molecular
empleada en el estudio estequiométrico es: C4HsO2, obtenida a partir de literatura (Sato et al.,
2005). En el caso del alginato, se utilizé la formula molecular de sus monémeros, incluyendo
en la reaccion un coeficiente “n” que considera el nimero de unidades de las que esta
formado el alginato en cada condicidon experimental y que se obtiene a partir de los valores

del peso molecular (que se detallan mas adelante).

Para el planteamiento de la ecuacion estequiométrica, se toma como referencia la

[T ]

fuente de carbono y se introducen los coeficientes en el resto de los compuestos: “a”, para el

oxigeno, “b” para la fuente de nitrégeno, “c” para la biomasa”, “d” para el didxido de carbono,

“e” para el agua, “f” para el alginato y “g” para el PHB. Finalmente, la ecuacion estequiométrica

propuesta es la siguiente (Ecuacion 7.1):

C12H22011 + aOZ + b NZ —C CH(ZOBN‘]/ + d C02 + e H20 + f ‘n- C6H706 + g C4H602

Ecuacion 7.1

Los valores de “f", “g” y “c” se obtienen a partir de los datos experimentales de Yx;s,
Yags Y Yrueis Obtenidos a cada velocidad de agitacion. Determinando estos valores y

aplicando balances elementales y/o balances de electrones (calculando los grados de

111



reduccion de cada compuesto) se determinaron los valores de “a” (molO2/ MolSconsumida); “b
(molIN2/ MolSconsumida) Y “d” (MOICO2/ MolSconsumida). Con esta informacion se calculd la VCO,

gO2 y RQ, a cada tiempo de muestreo experimental.

7.5.1. Evolucion de la VCO, qO2 y RQ mediante balance estequiométrico

durante el crecimiento celular en cultivos por lotes de A. vinelandii

La Figura 7.7 muestra la evolucion de la VCO, qO2 y RQ durante la fase de crecimiento
celular (hasta las 72 h) a diferentes velocidades de agitacion. En la figura 7.7a se muestra la
evolucién de la VCO a lo largo del tiempo determinada a través de balance estequiométrico.
En esta figura, se observa que la VCOmsx varia para cada condicién de cultivo de (entre 100
y 900 rpm), alcanzando valores entre 10 y 27 mmol L' h™" aproximadamente. A medida que
avanza el tiempo de cultivo, la VCO tiende a disminuir para todas las condiciones,
estabilizandose en valores mas bajos (alrededor de 5 - 8 mmol L' h”') después de unas 20-
30 h. Si bien, a 100 rpm luego de las 36 h de cultivo se puede observar un valor constante de
VCO entre 5,5+ 0,4y 6,7 £ 0,3 mmol L' h”'. A 300 rpm ocurre el mismo fenédmeno a partir de
las 44 h de cultivo. Sin embargo, entre 500 y 900 rpm, la disminucion es progresiva a medida
que avanza el cultivo, llegando a valores entre 59 + 1,0y 7,4 + 0,30 mmol L h™, lo que
sugiere una fase de menor actividad metabdlica o un indicador del término del cese de

crecimiento y por ende de la respiracion.

La Figura 7.7b muestra la evolucion de la qO2 a lo largo del tiempo y se puede observar
que, durante el crecimiento celular a altas velocidades de agitacion (900 rpm) la qO- varié
desde 63,4 + 18,4 hasta 2,8 + 0,2 mmol g h™' mientras que a bajas velocidades de agitacion
(100 rpm) el valor de la qO; varié desde 29,5 * 2,8 hasta 2,2 + 0,2 mmol g"' h™'. El valor mas
alto de la qO- obtenido a altas velocidades de agitacién podria indicar que el flujo de carbono
a través del ciclo del acido tricarboxilico (TCA) se mejord, como ha informado Castillo et al.,
(2013).

Un ciclo de TCA mas activo podria favorecer la generacion de energia, fundamental
para la sintesis de precursores de alginato. Una menor concentracion de acetil-CoA
disponible para la biosintesis de PHB podria explicar la menor acumulaciéon de PHB en la
Figura 7.4 (c y d). Como se observa, existe una clara disminucion drastica de la qO; en las
primeras horas, cayendo a valores muy bajos después de unas 10 - 20 h de cultivo. La rapida

disminucion de la qO- sugiere que las células estan pasando de una fase metabdlica muy
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activa a una fase menos activa (estacionaria o de produccion), o que se esta agotando un

nutriente clave que limita su metabolismo.

Respecto del RQ la Figura 7.7c muestra que los valores de RQ se mantiene
relativamente constantes alrededor de 0,83 a 0,93 entre las 20 y 40 h de cultivo entre 100 y
900 rpm. sin embargo, entre las 44 y 72 h de cultivo, se observa un aumento del RQ entre
0,91 y 0,96 para las velocidades de agitacién entre 300 y 900 rpm. En cambio, a 100 rpm, se
observa una disminucion del valor alrededor de 0,80. Contrastando estos resultados, Diaz-
Barrera et al., (2021) reportaron que utilizando condiciones similares de cultivo a las de este
estudio en biorreactor, a diferentes VTO el valor de RQ fue similar a las condiciones

evaluadas.
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Figura 7.7 Evolucion de la VCO (a), qO2 (b) y RQ (c) durante el crecimiento celular en
cultivos por lotes de A. vinelandii ATCC 9046 en un biorreactor de 2 L a diferentes

velocidades de agitacion.
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7.6. Influencia de la VTO sobre el PMP, razén G/M, viscosidad y poder

viscosificante de alginato en cultivos por lotes de A. vinelandii.

Como ya se ha comentado, el alginato se puede utilizar en diferentes aplicaciones y
en diferentes industrias, donde el peso molecular, la relacién G/M y la longitud del bloque G
son factores importantes que determinan las propiedades fisicas de los hidrogeles (Augst et
al., 2006). Para evaluar la calidad del alginato en términos de peso molecular y relacién G/M,
se evaluaron los alginatos producidos en los cultivos realizados a diferentes velocidades de

agitacion que se muestra en la Figura 7.8.

La Figura 7.8a muestra el PMP del alginato obtenido en los diferentes experimentos
realizados a lo largo del tiempo de fermentacién. En los cultivos desarrollados a 100 rpm, el
PMPnmsx del alginato fue de 308 + 12 kDa (36 h). En los cultivos desarrollados a 300 rpm, el
PMPnmsx del alginato fue de 460 + 16 kDa a las 44 h de cultivo. El PMPmnsx de alginato obtenido
entre todas las condiciones fue a 500 rpm con un valor de 660 = 10 kDa a las 48 h de cultivo,
sin embargo, disminuy6 a 440 kDa a las 72 h de cultivo. A 700 y 900 rpm el PMPnax obtenido
fue 324 + 8 y 249 1 7 kDa respectivamente. Se puede hace notar que existe una evolucion
entre el peso molecular maximo de alginato y al incrementar la velocidad de agitacién donde
a muy bajas agitaciones como lo es 100 rpm y al incrementar luego de 500 rpm el PMP del

alginato disminuye.
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Figura 7.8 Evolucién del peso molecular promedio de alginato (a) y razén G/M (b) en
cultivos por lotes de A. vinelandii ATCC 9046 realizados en un biorreactorde 2 L a

diferentes velocidades de agitacion.

Respecto de estos resultados se observa una influencia de la VTO en los valores
obtenidos, presentando un incremento significativo entre 100 y 500 rpm, sin embargo, en los
experimentos realizado a 700 y 900 rpm se obtiene un PMP que disminuye conforme aumenta
la VTO.

En todos los cultivos, el PMPnsx de alginato se obtuvo durante la fase de crecimiento
celular, y posteriormente disminuyé (fase preestacionaria). En publicaciones recientes, se
observé que, en cultivos por lotes a 500 rpm, la PMP del alginato disminuyé de 607 a 385
kDa entre las 40 y 48 h de cultivo. La disminucion del PMP de alginato durante el cultivo
puede explicarse por la accion de las alginato liasas (Ponce et al., 2021; Flores et al., 2013;
Trujillo-Roldan, et al., 2004) codificadas por seis genes de alginato liasa en A. vinelandii
(Gimmestad et al.,2009). Sin embargo, en esas condiciones de transferencia de oxigeno se
produzca desde el inicio alguna enzima que no permita que el alginato obtenido sea capaz

de alcanzar pesos moleculares elevados las cuales seran analizadas mas adelante.
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La Figura 7.8b presenta la relacion G/M del alginato a diferentes velocidades de
agitacion, se observa que la evolucion de estos valores durante el tiempo de cultivo no
dependié de la velocidad de agitacion. En los cultivos desarrollados a 100 rpm, la relacion
G/M tuvo una mayor variacion a lo largo del cultivo, varié de 0,99 + 0,01 a 1,02+ 0,02 (8 h a
36 h de cultivo) y luego disminuyo a 0,97 £ 0,20 (72 h de cultivo), Bajo esta condicion, los
valores de la relacion G/M mostraron una desviacion estandar mayor, lo que podria indicar la
mas amplia variedad de distribucion de mondmeros, condiciébn que fue observada

previamente por Reynoso-Cereceda et al., (2018).

En cultivos desarrollados a 300 rpm se observa una evolucién que se mantuvo
constante a lo largo del cultivo que disminuy6 de 1,04 £ 0,01 a 1,01 £ 0,001 (8 ha 72 h de
cultivo). En cultivos desarrollados a 500 rpm los valores de la relacion G/M se mantuvieron
similares a lo largo del cultivo 1,01 £ 0,001 (entre las 8 h y 72 h de cultivo). A 700 rpm se
obtuvo una evolucidén que aumento durante las primeras 20 h de 1,02 £ 0,01 a 1,04 £ 0,01y
luego este valor disminuye a 0,98 £ 0,01 (entre las 24 y las 72 h de cultivo). Bajo esta
condicién el alginato fue sintetizado completamente en la fase de crecimiento celular (Figura
7.6¢) y es posible que la disminucién en la relacion G/M observada pueda deberse debido a
la accién de epimerasas. Se sabe que AIgE1-7 es una enzima bifuncional con actividades de
alginasa y epimerasa C-5 (Svanem et al., 2001). Las liasas catalizan una 3 -eliminacion del
enlace 4- O -glicosidico, generando un residuo de 4-desoxi-leritro-hex-4-enopiranosiluuronato
(Svanem et al., 2001), que disminuye el contenido de G en la estructura del alginato. A 900
rpm se observa que, la relacion G/M fue similar (aproximadamente 1,01) durante todos los

tiempos de cultivo.

Respecto de estudios sobre la relacion G/M de alginato producido en cultivos de A.
vinelandii son bastante limitados (Bonartseva et al., 2017; Diaz-Barrera et al., 2021; Gaytan
et al., 2012). Diaz-Barrera et al., (2021) utilizando A. vinelandii ATCC 9046, determinaron la
relacion G/M en cultivos a 3 L a diferentes VTO en condiciones diazotréficas. En los cultivos
realizados a una VTO de 10,4 mmol L' h™" (500 rpm), la G/M aument6 durante la fase de
crecimiento celular y disminuy6 durante la fase estacionaria; mientras que, en los cultivos,
19,2 mmol L' h™" (700 rpm) fue constante durante todo el cultivo. Se obtuvo una mayor
relacion G/M (0,86 + 0,01) en los cultivos realizados a 10,4 mmol L™ h™". Gaytan et al., (2012),
utilizando la bacteria ATCN4 mutante de A. vinelandii (carece de actividad Na* -NQR) en
matraces de agitacién, demostrdé que la relacion G/M se vio afectada por las condiciones
nutricionales, obteniendo un G/M de 4,5 en un medio de cultivo que contenia extracto de

levadura. Para obtener alginatos con mayores relaciones G/M y bajo nuestras condiciones
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experimentales, es posible evaluar el crecimiento celular y la produccién de alginato en un

medio de cultivo que impida la fijacion de nitrégeno.

Otro parametro importante de determinar es la viscosidad del alginato. Los resultados
referentes a la viscosidad del alginato, presentados en la Figura 7.9, demuestran la influencia
de la VTO sobre esta propiedad reoldgica del alginato. Las viscosidades mas altas se
obtuvieron a 500 rpm, alcanzando un valor maximo de 388 cP a las 56 horas, el cual se
mantuvo constante hasta el final del cultivo. En contraste, los valores mas bajos de viscosidad
se registraron a 100 rpm, con un maximo de 141 cP. Por otro lado, los cultivos a 300, 700 y
900 rpm exhibieron valores de viscosidad similares, oscilando entre 250 y 292 cP. La principal
diferencia entre estos ultimos radica en el tiempo en que se alcanzé la maxima viscosidad:
aproximadamente a las 36 horas para 700 y 900 rpm, y hacia el tiempo final del cultivo para
300 rpm.
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Figura 7.9 Evolucion de la viscosidad en cultivos por lotes de A. vinelandii ATCC 9046

realizados en un biorreactor de 2 L a diferentes velocidades de agitacion.

En general, la viscosidad del alginato no presenté un aumento significativo hasta las
30 horas de fermentaciéon en los cultivos a 100 rpm, mientras que en el resto de los
experimentos esta tendencia se observo desde las 20 horas. El incremento de la viscosidad
hasta las 40 horas es coherente con el aumento de la concentracion de alginato y el peso
molecular del polimero producido en las diferentes agitaciones estudiadas. Se cree que la
viscosidad tiene una relacion directa con la concentracion y el peso molecular del alginato
obtenido, y nuestros datos lo corroboran en gran medida, evidenciando como la VTO impacta

directamente en las caracteristicas del biopolimero.
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Se conoce que los alginatos son comercialmente importantes debido a su capacidad
como agentes viscosificantes en diversas industrias, por lo que su calidad depende de su
poder viscosificante, que puede definirse como la relacidn entre la concentracién de alginato

y la viscosidad que presenta (Pefia et al., 2010).

En la Figura 7.10 se observa una relacién entre la concentracion y la viscosidad del
alginato a diferentes velocidades de agitacién (100, 300, 500, 700 y 900 rpm) en los diferentes
tiempos del cultivo. Para todas las condiciones evaluadas, se encontré una relacion
exponencial entre la viscosidad y la concentracion de alginato, lo que indica que, al aumentar
la concentracion de alginato, la viscosidad también aumenta, y de forma no lineal (mas fuerte
con concentraciones mayores). Los datos de la Figura 7.10 se ajustaron a la Ecuacién 5.17,
que corresponde a un modelo exponencial, utilizando los valores experimentales obtenidos a

cada tiempo de cultivo con sus respectivas réplicas.
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Figura 7.10 Perfil de poder viscosificante en cultivos por lotes de A. vinelandii ATCC 9046

realizados en un biorreactor de 2 L a diferentes velocidades de agitacion.

Los parametros derivados del ajuste estadistico para cada velocidad de agitacion se

presentan en la Tabla 7.6.
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Tabla 7.6. Poder viscosificante del alginato en cultivos por lotes de A. vinelandii a diferentes

velocidades de agitacién

Velocidad de

o a b R?
agitacion (rpm)
100 210+0,2 2,03 £ 0,04 0,9910
300 1,06 £ 0,1 2,16 +0,2 0,9905
500 1,11 £ 0,04 1,91+0,3 0,9876
700 0,74 £ 0,1 1,40 £ 0,1 0,9924
900 0,70 £ 0,3 1,43 0,2 0,9820

Los valores corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacion estandar.

La Tabla 7.6 presenta los parametros obtenidos del ajuste exponencial entre la
concentracién del alginato y la viscosidad de la solucion. El parametro a representa el valor
estimado de la viscosidad inicial o base del sistema, es decir, la viscosidad tedrica cuando la
concentracién del polimero tiende a cero. Por su parte, el parametro b describe la velocidad
de incremento exponencial de la viscosidad en funcidn de la concentracion, y se interpreta
como un indicador del poder viscosificante del biopolimero: a mayor valor de b mayor es el
efecto espesante que ejerce el polimero al aumentar su concentracién. El poder viscosificante
del alginato obtenido durante todo el cultivo es mayor a bajas velocidades de agitacion (100
- 500 rpm), donde pequefias concentraciones del polimero generan aumentos significativos
en la viscosidad. A velocidades superiores a 500 rpm, este efecto se reduce
considerablemente, lo cual podria atribuirse a la disrupcion mecanica de la red polimérica

como consecuencia del aumento en las fuerzas de corte.

Este comportamiento podria estar relacionado con los cambios en la hidrodinamica
del sistema dentro del biorreactor, donde un mayor cizallamiento podria favorecer la
fragmentacion de las cadenas de alginato o interferir con su correcta polimerizacion,
afectando asi su estructura y peso molecular, y disminuyendo su capacidad para generar
viscosidad. Para establecer una relacién mas directa entre la capacidad viscosificante del
alginato y las condiciones de cultivo, se relacioné el valor del poder viscosificante de cada
curva con la VTOnmsx obtenida en los cultivos de A. vinelandii bajo las mismas condiciones de
cultivo. En la Figura 7.11 se muestra esta relacion y se puede observar cémo el rendimiento
del biopolimero, en términos de su capacidad de aumentar la viscosidad, se ve influenciado

por el régimen hidrodinamico del cultivo.

En la Figura 7.11 se observa que el valor del poder viscosificante tiene una evoluciéon que va
disminuyendo a medida que aumenta la VTOmax de 2,2 a 22,8 mmol L™ h™'. A baja VTOmax
(entre 5 - 15 mmol L' h™") el valor de la pendiente es alto lo que indica un mayor poder

viscosificante del alginato. A mayores VTOmax (por sobre 15 mmol L' h'') el valor de la
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pendiente disminuye (cercano a 1.4), lo que sugiere que el alginato tiene menor calidad
viscosificante. Se puede concluir que la tendencia claramente descendente a partir de cierto
valor de VTOmax (15 mmol L' h™"), lo que podria implicar un efecto negativo de la hidrodinamica

con mayor disponibilidad del oxigeno afectando la calidad del polimero.
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Figura 7.11 Relacion entre el exponente del poder viscosificante y VTOmax en cultivos por
lotes de A. vinelandii ATCC 9046 realizados en un biorreactor de 2 L a diferentes

velocidades de agitacion.

Pefa et al. (2011) evaluaron la capacidad viscosificante del alginato en cultivos de A.
vinelandii realizados en matraces agitados a distintas velocidades. Observaron una relacion
exponencial entre viscosidad y concentracion. A menor VTOms, Se obtuvo una mayor
viscosidad especifica. Ellos sugieren que en condiciones transferencia de oxigeno menores
favorece la produccion de alginatos con mejor capacidad viscosificante. Por otra parte,
Gomez-Pazarin et al., (2016) observo que volumenes mas bajos y mayores velocidades de
agitacion (100 mL a 200 rpm) favorecen un mayor poder viscosificante, mientras que al
aumentar el volumen o disminuir la agitacién (300 mL a 125 rpm) se reduce la capacidad
viscosificante del caldo. Esto demuestra que la calidad del alginato producido depende

significativamente de las condiciones hidrodinamicas del cultivo.

Por otra parte, al relacionar el poder viscosificante con el PMP y la razén G/M de
alginato, en la figura 7.8a, se muestra que, los cultivos realizados a entre 300 y 500 rpm
produjeron alginatos con PMP mayores, lo cual coincide con un mayor poder viscosificante
observado (Figura 7.11). Esta relacion puede explicarse debido a que polimeros de mayor
peso molecular incrementan la viscosidad del medio con mayor eficiencia, ya que presentan
mayores interacciones entre cadenas y mayor capacidad para formar redes tridimensionales
(Medina et al., 2023; Garcia et al., 2020; Gémez-Pazarin et al., 2016b; Pefia C et al., 2011).
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Por otro lado, la razéon G/M también es importante cuando se analiza la calidad de
alginato, pero en este estudio se observd que esta relacion se mantuvo relativamente
constante a lo largo del tiempo y entre condiciones de agitacién (Figura 7.7b). Esto sugiere
que, bajo las condiciones estudiadas, la variacion en el poder viscosificante estd mas influida

por el PMP que por la composiciéon G/M.

7.7. Evaluacion de la respiracion mediante cambios en la velocidad de

agitacion en cultivos por lotes de A. vinelandii

Con el fin de comprender como las condiciones de operacién influyen en la respiracion
celular de A. vinelandii durante cultivos por lotes, se evalud el impacto de la velocidad de
agitacién sobre parametros asociados a la transferencia de oxigeno. Para ello, se hizo
necesario desarrollar una correlacién empirica que permitiera estimar k;a en el sistema de
cultivo utilizado, lo cual se detalla a continuacion. Para determinar como la qO: influye en la
produccion de alginato a diferentes VTO mediante el cambio de la velocidad de agitacion, se

desarrollé una correlacién empirica del k; a.

7.7.1. Desarrollo de una correlacion empirica tipo modelo potencial para la

estimacion del k;a en un biorreactor tanque agitado

Se trata de obtener a partir de datos experimentales los parametros que relacionen
los valores de k;a con las variables estudiadas o influyentes en el coeficiente volumétrico de

transferencia de oxigeno, segun la Ecuacién 7.2.

ka=C - V& - NP - pu,” Ecuacién 7.2

Para la obtencién de la correlacion empirica, en primer lugar, se utilizé el alginato
producido a 500 rpm para simular las condiciones de viscosidad del caldo de cultivo, el cual
fue precipitado, secado y posteriormente disuelto en agua. Esta solucion de alginato se diluyé
progresivamente con medio de cultivo en condiciones donde se modificaban la velocidad de

agitacion, el flujo de aireacion y, consecuentemente, la viscosidad del sistema.

Posterior a eso, se desarrollaron una serie de experimentos mostrados en el Anexo 6,
donde se determinaron los parametros a, B y y mediante regresiones lineales simples

aislando cada variable, lo que sirvid para descartar algunos experimentos que no se
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encontraban en la tendencia general. Posteriormente, utilizando el programa OriginPro 2021,
se obtuvo la correlacion empirica definitiva a través de una regresion lineal multiple para
obtener los coeficientes finales de la correlacién empirica del k; a mostrados en la Ecuacion

7.3 y que se detallan en la Tabla 7.7

Ecuacion 7.3
k,a =1,36'10_3 'VSO’M N HA_O’M
Luego de obtener la correlacién empirica de k;a, se procedié a calcular algunos
parametros de respiracion en cada tiempo de cultivo los cuales se muestran en la Figura 7.12,
utilizando los valores de viscosidad previamente mostrados en la Figura 7.9, ya que este

parametro influye directamente en la VTO y en la qO..

Tabla 7.7. Parametros de la correlacion empirica obtenidos por regresion lineal multiple.

Valor
Parametro Experimental Reportado
A 0,47 £ 0,02 0,3-0,7
B 1,29 + 0,01 0,8-2
r -0,47 £ 0,02 (-1)-(-0,4)
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Figura 7.12 Evolucién del k;a, VTO y qO2 en cultivos por lotes de A. vinelandii ATCC 9046

realizados en un biorreactor de 2 L a diferentes velocidades de agitacion.

En la Figura 7.12a se muestra el perfil de k;a obtenido a través de una correlacion
empirica que se ha desglosado en la seccién 5.4.7 incluyendo la viscosidad a cada tiempo de
muestreo con el fin de mostrar cémo se ve influenciado por la viscosidad y el cambio de
agitacion. En esta figura se puede observar que el k;a mas alto se obtiene a 900 rpm con un
valor de 160 h™, luego a 700 rpm con un valor de 140 h', a medida que se disminuye la

velocidad de agitacién de 500 a 100 rpm el k; a disminuye de 80 a 9,1 h™'. Se destaca que los
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valores altos de k;a solo se obtienen durante las primeras 8 h de cultivo que es donde la
viscosidad es muy baja cercana a la del agua. Luego a medida que el cultivo sigue su
transcurso los valores de k;a se mantienen constantes desde las 28 h hasta las 72 h en un

rango entre 0,8 y 15,3 h .

En la Figura 7.12b se observa el perfil de VTO calculado para cada tiempo de
muestreo (Seccién 5.4). Se conoce que aumento de la velocidad de agitacion de 100 a 900
rom incrementa la VTOmax de 2,15 a 22,7 mmol L' h™" a las 8 h de cultivo, estos valores no
permanecen constante a lo largo del tiempo, sino que decrecen y se mantienen constantes
al final del cultivo. Al comparar estos datos, con otras publicaciones de nuestro grupo
podemos observar, el perfil tipico de VTO en A. vinelandii en cultivos por lotes se caracteriza
por el maximo valor sostenido durante el periodo de crecimiento celular (VTOnmasx), este calculo
se realiza por balance de gases en el sistema. Se ha reportado que cultivos con limitacion de
oxigeno poseen ese perfil de VTO caracteristico. En este caso al ser calculado por otra
ecuacién matematica considerando el cambio de viscosidad y de k;a el perfil no es muy
similar. Sin embargo, cabe destacar que se han reportado valores de VTO al aumentar la
agitacion de 300 a 700 rpm de 5,0 a 19,2 mmol L™ h”' los cuales coinciden con nuestros datos

de VTO maximos a esas agitaciones.

La Figura 7.12c muestra la evolucion de la gO2a lo largo del cultivo, donde se observa
que los valores mas altos se obtienen en los primeros tiempos de cultivos, y luego disminuye
desde las 24 h hasta las 72 h de cultivo. Se muestra que el cultivo realizado a una VTO de
2,12 mmol L' h”" el O, maximo fue de 20,1 mmol g L' h™', mientras que los cultivos realizados
a una VTO de 23,8 mmol L' h™' el gO. maximo fue de 35 mmol g h™'. Se sabe que en
condiciones de limitacién de oxigeno la disminucion del qO. después de alcanzar el valor
maximo se debe a que la VTO cambia por aumento de la viscosidad modificando el k;a y

porque la biomasa va en aumento.

Respecto de los datos de gO. obtenido mediante el modelo estequiométrico respecto
de los obtenidos utilizando el modelo empirico de k;a y la viscosidad del cultivo, se puede
observar que, hay diferencias durante las primeras 24 h de cultivo. El modelo empirico
presentod valores significativamente mas altos de qO2 en condiciones entre 500 y 900 rpm,
con sobreestimaciones relativas superiores al 50 % respecto del modelo estequiométrico
entre 4 y 16 h de cultivo. Esta sobrestimacion podria deberse a la mayor sensibilidad del
modelo empirico a las condiciones hidrodinamicas locales y a la influencia de la viscosidad

en la transferencia de oxigeno.
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En contraste, el modelo estequiométrico mostré estimaciones mas estables a lo largo
del tiempo. A partir de las 28 h, los valores del modelo empirico fueron menores con respecto
del modelo estequiométrico. Estos resultados podrian indicar que, cada modelo tiene una
fase mas adecuada donde existe un ajuste mejor, el modelo empirico podria ser mas
adecuado para fases tempranas de cultivo, mientras que el modelo estequiométrico resulta

mas adecuado en la fase estacionaria o cuando hay actividad metabdlica.

Al relacionar los datos obtenidos en los cultivos por lotes de A. vinelandii, el k;a y la
VTO, se ven afectados por el aumento de la viscosidad del medio a causa de la produccion
de alginato. Esta viscosidad podria reducir transferencia de oxigeno al dificultar la formacion
y dispersion de burbujas finas, disminuyendo asi el area interfacial disponible para la difusion
gaseosa. Como resultado, el k; a disminuye en el tiempo, lo que impacta directamente la VTO
y, con ello, la disponibilidad de oxigeno disuelto para el metabolismo celular. Esto tiene una
consecuencia en la calidad del alginato, en el PMP, viscosidad y poder viscosificante del
alginato. Se ha observado a un k;a entre 40 - 80 h™' y una VTO entre 7 - 15 mmol L' h’
favorecen la biosintesis de alginato de mayor peso molecular. Esta condicién favorece una
polimerizacion y la expresion de enzimas implicadas como las epimerasas, y una menor
actividad de alginato liasas, responsables de la degradacién del polimero en comparacion a
altas velocidades de agitacion. Dado esto, un mayor peso molecular del alginato se traduce
directamente en mayores valores de viscosidad en solucién, y a su vez, un mayor poder
viscosificante. En este contexto, la VTO, entre 7 - 15 mmol L™ h™', favorece la calidad del

alginato.

En contraste, cuando la velocidad de agitacion esta por sobre un valor de k;a > 90 h
', puede producirse un estrés oxidativo o mecanico que induce la expresion de enzimas
degradativas, reduciendo el peso molecular del alginato y, por tanto, su viscosidad y poder
viscosificante, sin embargo, un efecto positivo en la produccion de alginato. De forma inversa,
a una baja velocidad de agitacién (k,a < 15 h™"), hay una limitacion de oxigeno, que disminuye
la qO. y esto podria afectar la biosintesis del alginato resultando biopolimeros de menor
calidad. Por lo tanto, si se desea establecer una relaciéon directa entre las condiciones de
transferencia de oxigeno, la viscosidad del medio y la calidad del alginato: el equilibrio entre
velocidad, flujo de aireacion y viscosidad es clave para obtener un polimero con alto peso
molecular, viscosidad elevada y excelente capacidad viscosificante, atributos fundamentales

para su aplicacion en sectores como farmacéutica, cosmética o biomedicina.
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7.8. Influencia de la VTO sobre la morfologia celular en cultivos por lotes de

A. vinelandii

La morfologia celular de A. vinelandii puede verse significativamente influenciada por
las condiciones de cultivo, entre las cuales la velocidad de agitacién podria desempefar un
papel determinante. Analizar los cambios morfolégicos bajo diferentes regimenes de
velocidad de agitacion permite comprender la respuesta fisioldgica del microorganismo para
optimizar las condiciones para la produccion de biopolimeros de interés industrial y
biomédico.

A continuacion, en la Figura 7.13 se presenta analisis descriptivo de la morfologia
celular de Azotobacter vinelandii bajo diferentes velocidades de agitacion (100, 500 y 900
rpm) y tiempos de cultivo (24, 48 y 72 h), basado en las micrografias obtenidas por SEM.

Velocidad de agitacion Tiempo de cultivo: 24 h Tiempo de cultivo: 48 h Tiempo de cultivo: 72 h

100 rpm

500 rpm

900 rpm

Figura 7.13 Micrografia de SEM de células de A. vinelandii a diferentes tiempos de cultivo
(8, 24 y 72 h) y a diferentes velocidades de agitacion. Todas las imagenes fueron realizadas

con un aumento original de 7000X y la barra de escala representa 8 ym.

De la Figura 7.13 se desprende que, existe una influencia de la velocidad de agitacion
sobre la morfologia celular y la estructura del alginato en cultivos por lotes de A. vinelandii. A
100 rpm, las células se observan pequefas y compactas durante todo el cultivo (24, 48 y 72
h), con una organizacién mas densa. La baja velocidad de agitacién genera condiciones de

limitacion de oxigeno, favoreciendo la formaciéon de capsulas finas y biopeliculas, pero
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restringiendo el crecimiento celular. A 500 rpm, se observan células visiblemente mas
grandes y con formas parcialmente deformadas, especialmente a partir de las 48 h. Esta
deformacién celular parece asociada a una mayor produccién de alginato, el cual se observa
adhiriéndose fuertemente a la superficie de la célula. El aumento en la viscosidad podria estar

promoviendo esta morfologia.

En contraste, a 900 rpm se observa una morfologia inicialmente redondeada, pero con
una reduccion progresiva del tamano celular conforme avanza el cultivo. Ademas, las células
se ven mas deformadas y dispersas, posiblemente debido al cizallamiento, que no solo
compromete la calidad del alginato extracelular, sino que también puede inducir estrés
morfologico y dafio mecanico. La baja cohesion de la matriz sugiere una menor retencion de
exopolisacarido en la superficie celular, lo que afecta tanto la organizacién estructural como

la funcionalidad del biopolimero producido.

De acuerdo con estos resultados, se ha reportado do que las altas velocidades de
agitacion en biorreactores de tanque agitado pueden provocar cambios en el tamafo o la
morfologia celular (Acedos et al., 2019; Trujillo-Roldan & Valdez-Cruz, 2006; Barbosa et al.,
2003). Acedos et al., (2019) reportd un estudio de cultivos de Shimwellia blattae (p424I1bPSO)
bajo diferentes condiciones fluidodinamicas. Se realizaron experimentos en un biorreactor
tanque agitado cambiando la velocidad del agitador de 100 a 1200 rpm mostrando que el
estrés hidrodindmico aparece en experimentos realizados entre 1000 y 1200 rpm. Los
resultados indicaron que la disponibilidad de oxigeno tiene una gran influencia porque la
distribucion de metabolitos cambia claramente en experimentos realizados en condiciones en

las que aun no aparece el estrés hidrodinamico, pero aumentado la VTO.
En la Tabla 7.8. se presenta el diametro de células de A. vinelandii cultivadas a

diferentes velocidades de agitacion, el cual fue determinado a partir de imagenes de SEM.

Tabla 7.8. Diametro de células de A. vinelandii en cultivos por lotes a diferentes velocidades

de agitaciéon mediante SEM.

Velocidad de agitacion Tiempo de cultivo Diametro
(rpm) (h) (um)

24 1,28 £ 0,12

100 48 1,35+0,18

72 1,36 + 0,23
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24 1,32+0,24

500 48 177 £0.24
72 2.07 + 0,14
24 1.29 + 0,21
900 48 110 + 0,28
72 0,98 + 0.09

Los valores corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacion estandar.

De la Tabla 7.8 se desprende que, a 100 rpm, el diametro celular permanece
relativamente constante en el rango de 1,28 a 1,36 um, lo que sugiere un estado fisiolégico
estable. A 500 rpm, se observa un incremento progresivo del diametro celular a lo largo del
tiempo, alcanzando un maximo de 2,07 + 0,14 ym alas 72 horas. Este incremento morfolégico
se podria asociar a una mayor produccion de alginato, que se adhiere a la superficie celular,
generando una envoltura mas espesa y una apariencia celular mas grande y deformada bajo
SEM. A 900 rpm, se detecta una disminucién progresiva del diametro celular con el tiempo,
desde 1,29 + 0,21 um (24 h) hasta 0,98 £ 0,09 um (72 h). Esto sugiere que las condiciones
de alta hidrodinamica o cizallamiento afecta el tamafio de la célula. Las células tienden a una

morfologia mas reducida y deformada.

Estos hallazgos confirman que la VTO también modula la forma y tamafo celular, asi
como la interaccion fisica entre el alginato y la célula. Por lo tanto, entender esta dinamica es
clave para optimizar el disefio de bioprocesos dirigidos a la produccion de alginatos con
caracteristicas especificas, especialmente en aplicaciones biomédicas donde la viscosidad,

peso molecular y capacidad de gelificacion son criticas.

7.9. Relacién entre la respiracion y la produccién de alginato bacteriano

La respiracion de A. vinelandii juega un rol clave en la sintesis de alginato,
especialmente bajo cuando se modifica la velocidad de agitacién. En este contexto, VTO se
convierte en un parametro determinante, ya que influye directamente en la disponibilidad de
oxigeno disuelto y, por ende, en la actividad metabdlica de la célula. A continuacion, en la
Figura 7.14 se presenta un analisis de los parametros respiratorios y su relacion con la
produccion de alginato, con énfasis en como las condiciones hidrodinamicas impactan el

metabolismo del cultivo.
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Figura 7.14 Relacion entre la produccién de alginatomsx y RQmax (a), PMPmsx de alginato y

gO2nax (b) en cultivos por lotes de A. vinelandii ATCC 9046 realizados en un biorreactor de
2L a100, 300, 500, 700 y 900 rpm.

Al evaluar la influencia de la qO2 en la calidad del alginato producido por A. vinelandii
bajo diferentes velocidades de agitacion. En la Figura 7.14 se observé que el RQ no vario
significativamente al cambiar la velocidad de agitaciéon, alcanzando valores de
aproximadamente 0,94-0,95 entre 500 y 900 rpm, mientras que a 100 y 300 rpm se obtuvieron
valores mas elevados. En cuanto a la relacion entre qO2max Y €l PMP del alginato, se evidencié
un aumento progresivo de ambos parametros entre 100 y 500 rpm, alcanzando un qOzmax de
69 mmol g' h™' y un PMPns de 660 kDa. No obstante, a velocidades superiores, ambos
valores disminuyeron, lo que sugiere una relacion directa entre la actividad respiratoria y el
tamano del alginato. Este comportamiento podria estar asociado a una respuesta celular
frente al estrés hidrodinamico generado por la agitacion. Sin embargo, para confirmar esta
relacion, se requeriria un analisis a nivel genético que permita identificar la posible regulacién
de genes involucrados en la biosintesis y exportacion del alginato en respuesta a condiciones

de cizallamiento.
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8. RESULTADOS Y DISCUSIONES TERCER OBJETIVO

8.1. Produccion de biomasa, PHB y consumo de sacarosa a diferentes

velocidades de agitacién.

Se realizaron cultivos por lotes de A. vinelandii ATCC 9046 manteniendo las
velocidades de agitacion seleccionadas en el segundo objetivo. Los cultivos se realizaron
nuevamente en la Escuela de Ingenieria Bioquimica, PUCV, Chile, utilizando un biorreactor
de 3 L (Applikon, Schiedam, Paises Bajos), utilizado para el desarrollo del primer objetivo. Se
utilizé un volumen de trabajo de 1,5L, y el pH se control6 a 7,2 mediante un sistema de control

usando una solucién de NaOH 2 N.

El biorreactor operé a las velocidades de agitacion seleccionadas anteriormente, 100,
300, 500, 700 y 900 rpm y a 30 °C. El flujo de aire se mantuvo constante durante el cultivo en
1,5 L min™'. La TOD no fue controlada y se midié mediante un sensor de oxigeno polarografico
(Applikon, AppliSens). Los resultados que se presentan a continuacién corresponden al valor
promedio de tres experimentos independientes y se muestran las desviaciones estandar entre

las réplicas.

La Figura 8.1 muestra la evolucion del crecimiento celular, de la sacarosa y la
produccion de PHB obtenida en cultivos por lotes de A. vinelandii ATCC 9046 a diferentes
velocidades de agitacion. En la Figura 8.1a se observa que la maxima produccion de biomasa
(sin considerar PHB) fue de 4,6 + 0,1 g L' alas 72 h en cultivos realizados a 500 rpm, mientras

que la menor concentracion de biomasa (2,6 + 0,1 g L") se obtuvo a 100 rpm.

La evolucién de la sacarosa durante los cultivos se vio afectada por la velocidad de
agitacion, alcanzandose un agotamiento de la sacarosa a las 72 h de cultivo en los cultivos
realizados entre 500 y 900 rpm (Figura 8.1b). En los cultivos desarrollados a 900 rpm, la
sacarosa al final del cultivo fue de 0,1 + 0,01 g L™" indicando que fue el nutriente limitante. Por
otra parte, en cultivos a bajas velocidades de agitacion (100 y 300 rpm) la sacarosa remanente

en el cultivo fue entre 4,6 +0,3 y 3,2 + 0,2 g L respectivamente.
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Figura 8.1 Evolucién del crecimiento celular (a) sacarosa (b), PHB (c y d) en cultivos por
lotes de A. vinelandii ATCC 9046 en un biorreactor de 3 L a 100, 300, 500, 700 y 900 rpm.

La Figura8.1c muestra la produccién de PHB bajo las diferentes condiciones
estudiadas. Se obtuvo una maxima produccion de PHB en los cultivos realizados a 500 rpm,
alcanzando 3,5 + 0,1 g L a las 52 h de cultivo. En los cultivos a 300 rpm, la produccién
maxima de PHB fue de 2,8 + 0,1 g L' (56 h de cultivo), lo cual, fue esperado ya que, la
acumulacion de PHB se ve favorecida por condiciones de crecimiento desequilibradas que
se producen por un exceso de fuentes de carbono en un entorno de limitacion por oxigeno,
donde un aumento del poder reductor (NADH/NADPH) y de las unidades acetil-CoA bloquea
el ciclo metabdlico central (ciclo del acido tricarboxilico), desplazandose hacia la ruta de
produccion de PHB (Castillo et al., 2013).

Diaz-Barrera et al., (2019) demostraron que variando el contenido de oxigeno en el
gas de entrada (9% de oxigeno en la entrada), una menor VTO (4,6 mmol L' h™") era la mas
adecuada para mejorar el contenido intracelular de PHB. Se ha reportado que a un porcentaje
bajo de TOD (<1%) se promueve la sintesis de PHB, por lo tanto, el oxigeno disuelto juega
un papel critico en el cultivo en la produccién de este biopolimero (Pena et al., 2007; Sabra
et al., 2000).
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La produccion de PHB a 700 y 900 disminuy6 considerablemente con respecto a las
otras condiciones, alcanzando sdélo 0,3 + 0,02 g L™"a las 28 h de cultivo a 700 rpom y de 0,4 +
0,02 g L' a las 8 h de cultivo a 900 rpm. Esto es esperado ya que, Diaz-Barrera et al., (2016)
utilizando el mismo microorganismo de este estudio A. vinelandii ATCC 9046 (bacteria tipo
silvestre) demostraron que un aumento en la velocidad de agitacién (de 300 a 600 rpm)
incrementd la VTOmax (de 2,5 a 9,5 mmol L' h"), lo que se relacioné con una disminucion en
la produccion de PHB. Garcia et al., (2018) por otra parte, utilizando A. vinelandii ATCC 9046
en cultivo continuo a diferentes velocidades de agitacion, observaron que un aumento de la

VTO disminuyd la produccion de PHB.

Cabe destacar que, a 500 rpm, la concentracion de PHB disminuyé después de las 56
h de cultivo, respectivamente. Esto sugiere que el microorganismo podria haber utilizado el
PHB como fuente de carbono y energia debido al agotamiento del sustrato hacia las 50 horas
de cultivo. Esto concuerda con lo descrito en la literatura, donde se ha sefalado que las
bacterias tienden a acumular PHB cuando hay una fuente de carbono disponible y una
limitaciéon de otro nutriente esencial. Por tanto, se considera que el PHB actiua como un
deposito de carbono movilizable, utilizado por la célula en condiciones de limitacion de

carbono, favoreciendo asi su supervivencia (Muller-Santos et al., 2020).

Finalmente, en la Figura 8.1d se observan los perfiles de acumulaciéon de PHB,
destacando que en los cultivos a 100 rpm la acumulacién fue similar durante todo el cultivo
(45 %p p™"). En los cultivos a 300 y 500 rpm, la acumulacién de PHB fue similar hasta las 48
h de cultivo (aproximadamente entre 54,1 + 1,2y 55+ 1,1 % p p'), Después de ese tiempo,
el contenido de PHB en las células crecidas a 500 rpm disminuy6 hasta 31 + 3,2 % p p’, lo
cual puede ser explicado como se menciond anteriormente que A. vinelandii tiene la
capacidad de utilizar el PHB como fuente de carbono y energia en condiciones de limitacion
de sustrato (Muller-Santos et al., 2020). Por otra parte, se ha estudiado que el PHB y otros
polihidroxialcanoatos (PHA) se catabolizan a través de despolimerasas intracelulares o
extracelulares, dependiendo de su ubicacién. Las despolimerasas extracelulares de PHA
degradan los granulos extracelulares liberados de las células que se acumulan después de
la muerte, que contienen polimero desnaturalizado y parcialmente cristalino (Adaya et al.,
2018; Jendrossek & Handrick, 2002). A 700 y 900 rpm la acumulacién durante el cultivo
disminuye considerablemente respecto de las maxima obtenida a 300 rpm en un valor

cercano al 80%, lo cual se correlaciona con la produccion de PHB.
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La Tabla 8.1 muestra los parametros de fermentacién tales como, la velocidad
especifica de crecimiento (), rendimiento de sustrato en biomasa (Yxss) y velocidad especifica

de consumo de sacarosa (gs) obtenidos a diferentes velocidades de agitacion.

Tabla 8.1 Parametros de cultivo (u, Yxis ¥ gs) obtenidos en cultivos por lotes de A. vinelandii

ATCC 9046 a diferentes velocidades de agitacion.

V?qui’dad de n Yxis ds R2
agitacion (rpm) (h™") (99" (9g'h’)
100 0,09 £ 0,01** 0,17 £ 0,02* 0,09 £ 0,01 0,998
300 0,13 +£0,02 0,18 £ 0,01 0,12+ 0,02 0,992
500 0,16 £ 0,01 0,22 £ 0,01** 0,15+ 0,01 0,987
700 0,18 £ 0,01** 0,21 £ 0,01* 0,17 £ 0,01* 0,995
900 0,17 £ 0,02 0,17 £ 0,02 0,16 £ 0,02 0,989

Los valores corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacion estandar.
Las diferencias entre condiciones fueron evaluadas mediante andlisis de varianza
unidireccional (ANOVA). Se consideraron estadisticamente significativas segun el siguiente
criterio: * P < 0,05 (significativo), ** P < 0,01 (muy significativo), *** P < 0,001 (altamente

significativo).

La pn aumentd con la velocidad de agitacion desde 0,09 h'' a 0,18 h™' entre 100 rpm y
700 rpm (Tabla 8.1), aunque se observa una disminucién a 900 rpm, posiblemente por efectos

hidrodinamicos (Diaz-Barrera et al., 2021).

El Yxis aumento entre 100 rpm y 500 rpm, pero disminuy6 alrededor de un 25% a 700
rom y 900 rpm. Esto sugiere que, a altas velocidades de agitacion, la fuente de carbono se
desvia del crecimiento celular hacia el mantenimiento y la sintesis de productos como alginato

y PHB, un comportamiento reportado previamente (Ponce et al., 2021; Medina et al., 2023).

Por otra parte, la gs aumento con la velocidad de agitacion de 0,09 a 0,17 g g h”’
entre 100 rpm y 700 rpm, lo cual se ha asociado a un incremento en la produccion de alginato.
Sin embargo, a 900 rpm, la gs disminuyé a 0,16 g g' h”, sugiriendo un nuevo cambio
metabdlico en la velocidad de consumo, lo que podria explicarse con la sintesis de productos
(Lozano et al., 2011). Previamente se ha descrito en diferentes condiciones de cultivo que,
un aumento en la VTO mejora el gs (Pefa et al., 2000). El aumento en el gs al aumentar el
VTO en condiciones de fijacién de nitrdgeno podria explicarse considerando que, a un valor

de VTO alto, la sacarosa se emplea principalmente para la proteccién respiratoria (Inomura
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et al., 2017), en la que las células 'desperdician' oxigeno adaptando su frecuencia respiratoria
al nivel de exposicién al oxigeno.

La Tabla 8.2 muestra una comparacion de los parametros de fermentacion, tales como
rendimiento de sustrato en PHB (Yprgs) y productividad volumétrica de PHB (Qprg) obtenidos

a diferentes velocidades de agitacion.

Tabla 8.2 Parametros de fermentacion (Yrueis y QphHs) obtenidos en cultivos por lotes de A.

vinelandii ATCC 9046 a diferentes velocidades de agitacion.

Velocidad de YrHBIS QrrB
agitacion (rpm) (gg™) (g L'h)
100 0,12 £ 0,01 0,03 £ 0,02
300 0,17 £ 0,02 0,05+ 0,02
500 0,18 £ 0,01* 0,07 £ 0,01*
700 0,014 £ 0,01*** 0,01+ 0,01***
900 0,002 £ 0,02*** 0,001 £ 0,00***

Los valores corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacion estandar.
Las diferencias entre condiciones fueron evaluadas mediante andlisis de varianza
unidireccional (ANOVA). Se consideraron estadisticamente significativas segun el siguiente
criterio: * P < 0,05 (significativo), ** P < 0,01 (muy significativo), *** P < 0,001 (altamente

significativo).

Entre 100 rpm y 500 rpm el Yprgis aumento de 0,12 a 0,18 g g™, mientras que la Qprs
de 0,032 0,07 g g h”'. Sin embargo, a velocidades de agitacion superiores (700 y 900 rpm),
ambos parametros disminuyen ya que casi no se sintetizé PHB en esas condiciones de cultivo
(Fig. 8.1).

Estos hallazgos se comparan con reportes previos, donde Diaz-Barrera et al., (2016),
quienes evaluaron la produccion de PHB en A. vinelandii (silvestre y mutante OP) a diferentes
agitaciones (300-600 rpm). Si bien obtuvieron rendimientos de Yphg/s superiores (0,20 - 0,35
g g™ a los de esta investigacion, cabe destacar que sus cultivos se realizaron con una fuente
de nitrégeno (extracto de levadura), lo que probablemente favorecié una mayor acumulacion
de PHB al no existir limitacion de nitrégeno, un factor conocido por inducir la sintesis de este
polimero de reserva. Por otra parte, Padilla-Cdrdova et al., (2020) investigaron la produccién
de PHB por A. vinelandii bajo fijacion de nitrégeno se evalué utilizando una modalidad de lote
extendido bajo diferentes VTO en el biorreactor. Los cultivos por lote extendido se realizaron

utilizando diferentes velocidades de agitacion de agitacion (400, 600, 800 y 1000 rpm). Ellos

134



determinaron que, un aumento de la VTO por sobre 800 rpm disminuy6 la acumulacién del
PHB, afectando la Qphs.

Se determind la evolucion de la TOD y de la qO2 en cultivos de A. vinelandii en un biorreactor
de 3 L a diferentes velocidades de agitacion (Fig. 8.2). La Figura 8.2a muestra los perfiles
tipicos de TOD, evidenciando que los cultivos se encuentran limitados por oxigeno ya que,
alcanzé valores cercanos a cero durante la etapa de crecimiento. Este nivel de TOD (cercano
a cero) se mantuvo durante al menos entre 22 - 68 h, dependiendo de la velocidad de
agitacion del cultivo. Luego la TOD aumento debido al final del crecimiento celular a 500, 700

y 900 rpm.

La figura 8.2b muestra la evolucion de la qO2 a lo largo del tiempo y se puede observar
que, durante las primeras horas de cultivo (0 - 16 h de cultivo), a altas velocidades de agitacion
(900 rpm) la qO2max alcanzoé 45,3 + 2,0 mmol g”' h™', mientras que a bajas velocidades de
agitacion (100 rpm) el valor de la qO2max fue de 14,9 + 0,8 mmol g h™'. El valor mas alto
obtenido a altas velocidades de agitacion podria indicar que el flujo de carbono a través del
ciclodel acido ftricarboxilico (TCA) se incrementa, como se ha informado
previamente (Castillo et al., 2013). Un ciclo de TCA mas activo podria favorecer la generacion
de energia, fundamental para la sintesis de precursores de alginato (Maerk et al., 2020). Una
menor concentracion de acetil-CoA disponible para la biosintesis de PHB podria explicar la
menor acumulacion de PHB a altas velocidades de agitacion. Con base en estas
observaciones, en condiciones de alta velocidad de agitacion un cambio metabdlico
determinado por el carbono que entra en el ciclo de TCA podria explicar la produccién de

PHB y alginato que se muestra mas adelante.
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Figura 8.2 Evolucién de los perfiles de la TOD (a) y qO2 (b) en cultivo por lotes de A.
vinelandii ATCC 9046 en un biorreactor de 3 L a 100, 300, 500, 700 y 900 rpm.

Se compararon los valores de qO2max obtenidos en ambos biorreactores (Sartorius de
2 Ly Applikon de 3 L), presentados en la Tabla 8.3, donde se evidencio que existe un aumento
progresivo de la qO2max con el incremento de la velocidad de agitacion en ambos sistemas, lo
que sugiere una mayor disponibilidad de oxigeno disuelto y, por tanto, una mayor actividad

metabdlica celular.

A bajas velocidades de agitacion (100 - 300 rpm), los valores de qO2zmsx fueron
similares entre ambos biorreactores. Sin embargo, a velocidades mas altas (500 - 900 rpm),
hay una diferencia observandose un aumento en la qO2max Obtenida en el biorreactor Applikon.
Por ejemplo, a 900 rpm, la qO2zmax alcanzé 45,3 + 2,0 mmol g™ h™' en el biorreactor Applikon,

en comparacion con 34,7 + 2,6 mmol g h™' en el biorreactor Sartorius.
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Tabla 8.3 Comparacion de los valores de qO2max €n ambos reactores utilizados mediante

dos métodos de determinacion diferentes

Velocidad de qO2max dO2max
agitacion (mmol g* h) (mmol g h')
(rpm) B. Sartorious (2 L) B. Applikon (3 L)
100 20,1 +2,2* 21,9+0,8
300 19,8 + 1,4* 23,4+0,9
500 29,1+1,3 26,8+24
700 327+24 42,7 £ 1,2**
900 34,7+2,6 45,3 + 2,0**

Los valores corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacion estandar.
Las diferencias entre condiciones fueron evaluadas mediante analisis de varianza
unidireccional (ANOVA). Se consideraron estadisticamente significativas segun el siguiente
criterio: * P < 0,05 (significativo), ** P < 0,01 (muy significativo), *** P < 0,001 (altamente

significativo).

Estas diferencias pueden atribuirse, en parte, a la metodologia empleada para el
calculo de la gO2. En el biorreactor Sartorius, se aplicd una correlacién empirica para estimar
el k; a considerando la viscosidad del medio, lo cual permitié calcular VTO y, posteriormente,
gO.. Esta metodologia incorpora el efecto del aumento de viscosidad asociado a la produccion
de alginato, lo que probablemente afecta la eficiencia de transferencia de oxigeno y, por ende,
el valor de qO-, En contraste, en el biorreactor Applikon la Ecuacién 5.13, que no considera
los factores anteriormente mencionado. Esto podria haber sobreestimado los valores de qO-
especialmente en condiciones donde se acumulan biopolimeros que afectan tanto la reologia

del medio.

8.2. Efecto de la velocidad de agitaciéon sobre la produccién de alginato en
cultivos por lotes de A. vinelandii ATCC 9046

En la Figura 8.3 se muestra el perfil de produccién de alginato en cultivos por lotes de
A. vinelandii ATCC 9046 a diferentes velocidades de agitacion. Se muestra que a altas
velocidades de agitaciéon (entre 700 y 900 rpm) la concentracién de alginato fue similar y
cercana a 5,3+ 0,1 gL"alas 48 h de cultivo. En cambio, a una baja velocidad de agitacion

(100 rpm) la produccion de alginato fue 2,9 £ 0,1 g L' a las 64 h de cultivo.
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9046 realizados a diferentes velocidades de agitacion.

Estudios previos han reportado que la produccidon de alginato se ve afectada por
cambios de la velocidad de agitacion. Diaz-Barrera et al., (2007) demostrd que un cambio en
la velocidad de agitacion de 260 a 560 rpm la concentracion de alginato aumento tres veces.
Diaz-Barrera et al., (2021) demostré que un aumento en la velocidad de agitacién entre 300
y 700 rpm generd un aumento en la produccion de alginato cercana a un 40 %. A modo de
complementar estos resultados, la concentracién de alginato mas alta reportada ha sido por
Ponce et al., (2021) donde ellos obtuvieron una concentracién cercana a 5,5 g L' de alginato

bajo una VTO controlada en cultivos por lotes de A. vinelandii.

Estudios previos han reportado que la produccién de alginato se ve afectada por VTO
del cultivo (Pefa et al., 2011; Diaz-Barrera et al., 2007). Diaz-Barrera et al., (2014) demostré
que un cambio en la VTO (aproximadamente 25%) aumento la produccion de alginato en solo
0,2 g L. En cambio, una variaciéon del 67% en la VTO aumenté la concentracion de alginato
aproximadamente tres veces. De manera similar, Pefia et al., (2011) demostraron que un
aumento de la VTO de 2,6 a 6,0 mmol L' h™" (aumento del 57%) mejoro la concentracion de
alginato en 1,0 g L. Dada esta evidencia y considerando que, en las condiciones evaluadas
(si se observé una diferencia en la VTO, es posible que una de las razén de la mayor

produccion de alginato se deba al efecto de la VTO a través del cambio de agitacion.

En la Tabla 8.4 se muestran los parametros de fermentacion, tales como

concentracion de alginato maxima (Cagmax), rendimiento de biomasa en alginato (Yaigx),
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rendimiento de sustrato en alginato (Yags), productividad volumétrica (Qaig) y especifica de

alginato (qaig) obtenidos bajo las condiciones evaluadas.

Tabla 8.4 Parametros de fermentacion (Yagx, Yags, Qaig Y gaig) obtenidos mediante cultivos
por lotes de A. vinelandii ATCC 9046

Velocidades de Caigmax Y aigix Y aigrs Qaig Qaig

agitacion (rpm) (g L) (997 (997 (gL' h") (9g'h")
100 29£0,04  1140,02 0,2+0,02  004%0,02 0,02 +0,003
300 322003  11:002 02+001 006+002 0,02+0,03
500 38102 0,9+ 0,01 0,2+0,03  0,07+0,01 0,020,001
700 92+£04™ 144001 0,3+001* 0,07+0,02 0,030,002
900 53201 16+001* 0,3+£0,02* 0,11+0,01** 0,03 +0,002**

Los valores corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacion estandar.
Las diferencias entre condiciones fueron evaluadas mediante analisis de varianza
unidireccional (ANOVA). Se consideraron estadisticamente significativas segun el siguiente
criterio: * P < 0,05 (significativo), ** P < 0,01 (muy significativo), *** P < 0,001 (altamente

significativo).

Entre 100 y 500 rpm el Yaigx es estadisticamente similar. A 700 y 900 rpm el valor de
Yaigx aumenta desde 1,4 £0,01a 1,6 £+ 0,02 g g™, esto se debe al incremento de la produccién
de alginato (Figura 8.3). De acuerdo con los valores obtenidos a 600 rpm, se ha descrito
previamente en P. areuginosa que un incremento en los valores de Yagx podria atribuirse a
una copia extra del gen alg8 que codifica para la polimerizacién del alginato (cataliza la
transferencia de una molécula de azucar de un donador activado a una molécula aceptora)
(Remminghorst & Rehm, 2006), esto nos indica que el incremento en Yagsx, podrian ser

cambios en la expresion del gen alg8 lo cual se revisara mas adelante.

Se puede observar que Yags es similar a velocidad de agitacion entre 100 y 500 rpm.
De acuerdo con lo publicado por otros autores, se han observado valores de Yags muy
similares para las condiciones de estudio (Dia-Barrera et al., 2021; Ponce et al., 2021, Diaz-
Barrera et al., 2014).

La Qaig obtenida en cultivos a 900 rpm fue el valor mas alto (0,11 g g') con respecto
a las otras condiciones. Se sabe que la produccién de alginato depende del consumo de

sacarosa Yy, generando el acido polimanurénico el precursor de la biosintesis.
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Se determind la qag a las diferentes condiciones de cultivo, obteniéndose una
productividad especifica entre 100 y 500 rpm de 0,02 g g' h™', sin embargo, a aumentar entre
700 y 900 rpm se observa un valor de 0,03 g g h™'. Valores similares fueron reportados por
Diaz-Barrera et al., (2021) entre 300 y 700 rpm entre 0,014y 0,017 gg”' h™.
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Figura 8.4 Relacion entre la produccion de alginatomax, gaig, produccion de PHBmax Y qO2max
a diferentes velocidades de agitacion en cultivos por lotes de A. vinelandii ATCC 9046 en

biorreactor de 3 L.

En la Figura 8.4 se observa un analisis entre la produccién de alginato, la qag y la qO»,
se observa una correlacion positiva con el incremento de la velocidad de agitacion. A medida
que aumenta la agitacion, tanto qO2 como la concentracion de alginato aumentan, alcanzando
valores maximos a 900 rpm. De igual forma, gag también muestra un incremento, lo que
sugiere que una mayor disponibilidad de oxigeno no solo favorece la produccién total de
alginato, sino que también mejora su sintesis a nivel celular. Estos resultados concuerdan
con lo reportado por Diaz-Barrera et al., (2016), quienes compararon la actividad respiratoria
de A. vinelandii ATCC 9046 y OP, (un microorganismo incapaz de sintetizar alginato). Ellos
demostraron que al utilizar A. vinelandii OP incapaz de producir alginato se observé una VTO
y gO2 menor en comparacion a A. vinelandii ATCC 9046, indicando que la sintesis de alginato
esta asociada a una mayor demanda de oxigeno. Esto sugiere que la produccion de alginato

€s un proceso energéticamente costoso, reflejado en una mayor velocidad de respiracion.
Adicionalmente, Jiménez et al., (2016) estudiaron un microorgarnismo con deficiencia
en la produccion de PHB, A. vinelandii AT6 (phbB::mini-Tn5-lacZ), observando un aumento

significativo en la produccién de alginato y gO2 en comparacion con A. vinelandii ATCC 9046.
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Especificamente, A. vinelandii AT6 mostrd un incremento de 2,5 veces en el rendimiento de
alginato y un 62 % en qO2 lo que respalda la hipétesis de que, al redirigir el carbono desde
PHB hacia alginato, se estimula tanto la actividad respiratoria como la produccién de este

exopolisacarido.

Con base en la evidencia presentada, se establece una relacién directa entre el
incremento de la velocidad de agitacién y la produccién de alginato en cultivos por lotes de
A. vinelandii ATCC 9046, mediada por la gO.. A velocidades de agitacién elevadas (700 y
900 rpm), se observa un aumento significativo en la VTO, lo que se traduce en valores mas
altos de qO,, indicando un mayor consumo de oxigeno. Este incremento desencadena una
respuesta metabdlica en A. vinelandii, caracterizada por un aumento de la actividad

respiratoria y una mayor sintesis de alginato.

Por otra parte, la Figura 8.4 muestra la relacion inversa entre la produccion de PHB y
la de alginato a diferentes velocidades de agitacion, y su relacion con la qO.. A bajas
velocidades (100 - 500 rpm), se observa un aumento de ambos productos, mientras que, a
partir de 500 rpm, la produccion de alginato se incrementa progresivamente, alcanzando su
valor maximo a 900 rpm (5,2 g L"). En contraste, la produccion de PHB disminuye de forma
hasta valores cercanos a 0,03 g L'. Este comportamiento sugiere un cambio metabdlico
inducido por el aumento en la disponibilidad de oxigeno, en el cual el carbono es
preferentemente dirigido hacia la sintesis de alginato en lugar de PHB. La sintesis de PHB
parece ser favorecida en condiciones de velocidades de agitacion bajas, actuando como un

mecanismo de almacenamiento de carbono.

Esta relacién inversa observada entre la produccion de alginato y la de PHB sugiere
una redistribucion del flujo de carbono hacia la ruta de alginato en vez de la produccion de
PHB a altas velocidades de agitacion. Esta dinamica refleja la capacidad de A. vinelandii para
modular su metabolismo secundario en respuesta a las condiciones hidrodinamicas del
cultivo, y que la modulacién de la velocidad de agitacion puede ser una estrategia eficaz para

dirigir la biosintesis hacia productos de interés industrial como el alginato.
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8.2.1. Evolucion del peso molecular promedio, relacion G/M y grado de acetilacion

del alginato producido a diferentes velocidades de agitacion

Como se ha mencionado, la composicion del alginato producido depende del peso
molecular, la relacion gulurénico/manurénico (G/M) y el grado de acetilacion. Estos
parametros permiten caracterizar y conocer la calidad del alginato, ya que varian segun el
tipo de microorganismo y las condiciones de cultivo. Estos factores determinan las
propiedades reoldgicas de los alginatos (Urtuvia et al., 2017; Hecht & Srebnik, 2016; Pawar
& Edgar, 2012). En la figura 8.5 se observa los perfiles de caracterizacién del alginato: peso
molecular promedio, relacion G/M y el grado de acetilacion en cultivos por lotes de A.

vinelandii a diferentes velocidades de agitacion.

En la Figura 8.5a se muestra el perfil del PMP a las diferentes condiciones de
agitaciéon. A 100 rpm el PMPmsx fue de 308 £ 12 kDa a las 36 h de cultivo y luego disminuyd
hasta 126,1 + 8,2 kDa a las 72 h de cultivo. Al aumentar la velocidad de agitacion a 300 rpm
el PMPmax fue de 442 + 23 kDa a las 48 h de cultivo y luego disminuyé hasta 352 + 14 kDa al
finalizar el cultivo. En cultivos desarrollados a 500 rpm el PMPmsx del alginato fue de 655 + 22
kDa durante la fase de crecimiento (8 - 32 h de cultivo) y el valor mas alto con respecto a las
otras velocidades de agitacion. Posteriormente disminuy6 a 440 + 33 kDa a las 72 h de cultivo.
Por otro lado, entre 700 y 900 rpm el PMPmnsx alcanzado es de 324 + 6 y 250 + 7 kDa

respectivamente. Sin embargo, el PMP del alginato disminuyd un 40% a las 72 h de cultivo.

Lozano et al., (2011) demostré que en cultivos a una TOD controlada (0,5 y 5 %) con
un aumento en la velocidad de agitacion de 300 a 700 rpm, provocé un aumento significativo
en la VTOmax, mejorando la produccion de alginato. Por el contrario, el PMP del alginato
disminuyd al aumentar la VTO. Al establecer una relacion con la biosintesis de alginato,
Ponce et al., (2021) que la actividad de las alginato liasas tales como alyA1 y algL podrian
ser las responsables de la degradacion del PMP del alginato debido a su alta actividad

durante la fase pre estacionaria de un cultivo por lotes.
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Figura 8.5 Perfil de caracterizacion de alginato: PMP (a) relacion G/M (b) y grado de
acetilacion (c) en cultivos por lotes de A. vinelandii realizados a diferentes velocidades de
agitacion (100, 300, 500, 700 y 900 rpm).

Respecto de la relacion G/M e la Figura 8.5b se puede observar que la relacion G/M
depende de la velocidad de agitacién. En los cultivos desarrollados a 100 y 300 rpm la
relacion G/M vari6 de 0,70 + 0,02 (24 h) a 0,72 £ 0,1 (56 h), y disminuy6 hasta 0,60 + 0,1
hasta el final del cultivo. En cultivos desarrollados a 500 rpm la relacion G/M mostré una
mayor variacion durante el cultivo, aumentando de 0,72 £ 0,02 a 1,03 £ 0,1 durante la fase de
crecimiento celular (8 a 48 h) y luego disminuyé a 0,85 + 0,1 luego de las 48 h de cultivo. A
700 y 900 rpm se puede observar que la relacién G/M se mantiene mas constante lo largo del

cultivo con un valor cercano 1,02 + 0,02 durante la fase de crecimiento y estacionaria.
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La disminucion en la relacion G/M se puede atribuir a la expresién de las epimerasas,
se sabe que AIgE7 es una enzima bifuncional con actividades de alginasa y C-5 epimerasa.
Gaardlgs et al., (2022) determinaron que, la estructura y las propiedades funcionales de los
alginatos estan dictadas por la composicion monomérica y la distribucién del peso molecular.
Las C-5-epimerasas de manuronato determinan la composicion monomeérica al catalizar la
epimerizacion de los residuos de acido - D -manurénico (M) en residuos de acido a- L -
gulurénico (G). El peso molecular es afectado por las liasas de alginato, que catalizan un
mecanismo de B-eliminacion que escinde las cadenas de alginato. Los mecanismos de
reaccion para las reacciones de epimerizacion y liasa son similares. Estas enzimas dualistas
comparten una alta identidad de secuencia con las C-5-epimerasas de manuronato sin
actividad liasa. EI mecanismo detras de su actividad y los residuos de aminoacidos
responsables de ella aun no se conocen completamente, pero se ha llegado a descubrir que,
el mecanismo de esta reaccion es dual para la actividad epimerasa y liasa, por ende, a
disminuir el peso molecular por accion de las liasas, la epimerizacién del alginato también

disminuye.

Existen algunos reportes sobre la relacién G/M, realizados tanto en matraces como
en biorreactores utilizando diferentes tipos de bacterias de A. vinelandii, con diferentes tipos
de fuentes de nitrégeno. Diaz-Barrera et al. (2021) evalud el peso molecular y la relacion G/M
en cultivos por lotes realizados bajo condiciones diazotroficas a diferentes velocidades de
agitacion. En este estudio, se reportd que un cambio en la VTO tiene un efecto sobre la
relacion G/M, observando que esta relacion puede incrementarse de 0,7 a 0,86 al incrementar

el VTOmax de 5 a 10,4 mmol L' h' a través de cambios en la velocidad de agitacion.

Por otra parte, Gaytan et al., (2012) estudioé el microorganismo A. vinelandii ATCN4,
la cual contiene una insercion del gen nqrE que codifica una subunidad del complejo
translocador de sodio dependiente de NADH: ubiquinona oxidorreductasa (Na*-NQR). En
este estudio, se informé que, en condiciones de fijacién de nitrégeno, este microorganismo
es capaz de producir alginatos con una alta relacion G/M (cercana a 2); curiosamente, cuando
se complementé el extracto de levadura en el medio de cultivo, esta relacion aumenté a la
relacion G/M mas alta (4,5) reportada actualmente para los alginatos producidos en cultivos

de A. vinelandii.

La Figura 8.5c muestra el perfil del grado de acetilacién a diferentes velocidades de
agitaciéon. A 100 rpm se obtuvo un valor de grado de acetilacion maximo de 3,44 + 0,10 % p
p' alas 72 h de cultivo. A medida que aumenta la velocidad de agitacion a 300 rpm a las 56

h de cultivo se alcanzo un valor maximo de 3,60 + 0,30 % p p'. A 500 rpm se obtuvo el mayor
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valor respecto de todas las condiciones de cultivo de 4,80 + 0,34 %p p™' a las 48 h de cultivo
y se mantuvo constante hasta el final del cultivo. Finalmente, a 700 a 900 rpm se observa que
el grado de acetilacién maximo fue de 3,22 + 0,10y 3,25+ 0,22 % (p p') alas 28 y 36 h de
cultivo respectivamente, sin embargo, luego este valor disminuye hasta valores cercano entre
290+0,32y2,10+£0,12% pp.

Castillo et al. (2013) evaluaron los efectos de la TOD y u sobre el grado de acetilacion
del alginato en cultivos por lotes y continuos de A. vinelandii ATCC 9046 limitados por glucosa.
Los autores senalaron que la acetil-CoA no se utiliza exclusivamente para la produccion de
PHB, sino que también actua como donador de grupos acetilo en la acetilacion del alginato
(Franklin et al., 2004). En matraces, demostré que el grado de acetilacién del alginato fue 2,6
veces mayor en los cultivos cultivados en condiciones de baja aireacién (matraces
convencionales), donde se observd un grado de acetilacién del 4,7+0,5 % p p’ en
comparacion con un grado de acetilacion de 1,8 £ 0,6 % p p™' para los cultivos cultivados en
matraces con deflectores. Ademas, Castillo et al., (2013) demostré en biorreactor, que, a una
TOD a de 9% resulté en un alto grado de acetilacién del alginato (6,88%). Por el contrario, un
aumento de p tuvo efectos negativos en la produccion y acetilacion del polimero. Con un
contenido alto de TOD (9%) y un u bajo, se observé una disminucién en la velocidad de
respiracion, lo que sugiere que el flujo de acetil-CoA (el donador de acetilo) se desvié hacia
la acetilacion del alginato. Estos cambios respaldan la hipotesis de que la disponibilidad de
acetil-CoA para la acetilacion del alginato aumenta en condiciones de baja aireacion de la

misma manera que se ha descrito para la produccion de PHB.

8.2.2. Produccion y caracterizacion de hidrogeles de alginato bacteriano con

potencial en biomedicina

Luego de estudiar y caracterizar el alginato a las diferentes velocidades de agitacion,
se realizaron hidrogeles de alginato bacteriano evaluando sus propiedades de peso
molecular, razén G/M y grado de acetilacion y propiedades hidraulicas con potencial en
biomedicina. En primer lugar, se utilizaron los alginatos producidos en los objetivos anteriores
a diferentes velocidades de agitacion (100, 300, 500, 700, 900 rpm) y fueron a tiempos de
cultivo especificos (48 y 72 horas). A cada tipo de alginato se le determiné el PMP, el indice

de polidispersion, la razéon G/M y el grado de acetilacion.
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El alginato producido y recuperado a diferentes velocidades de agitacion se utilizd
para elaborar diversos hidrogeles mediante reticulacion iénica. La Tabla 8.5 muestra los
valores de PMP, indice de polidispersion, grado de acetilacion y la razéon G/M. Es importante
mencionar inicialmente que estos alginatos producidos se recuperaron en diferentes tiempos
de cultivo segun para ser probados en el area de biomedicina donde se necesitan PMP de
alginato elevados (Hoefer et al., 2015; Schmid and Picker-Freyer, 2009). A 100 rpm y 500
rpm, la recuperacion se realiz6 a las 48 h de cultivo, obteniendo PMP de alginato de 300 + 32
kDa y 654 + 45 kDa, respectivamente, siendo este ultimo el mas alto en comparacion con las
otras condiciones de cultivo. A 300, 700 y 900 rpm, el alginato se recuperd a las 72 h de
cultivo, obteniéndose PMP de 352 1 44 kDa (300 rpm), 205 £ 29 kDa (700 rpm) y el PMP mas
bajo de 97 + 4 kDa (900 rpm).

Tabla 8.5 Caracterizacion de alginatos bacterianos extraidos a diferentes velocidades de

agitacién en cultivo por lotes de A. vinelandii

Parametro 100 rpm 300 rpm 500 rpm 700 rpm 900 rpm

Tiempo de
recuperacion 48 72 48 72 72
del cultivo (h)

Peso
Molecular
Promedio

(kDa)
indice de

polidispersion

Razén G/M 0,7+0,02 08+004 10+005 10+£009 1,0+£0,03

Grado de
acetilacion (%)

300 + 32 352 + 44 654 + 45 205 £ 29 97 +4

1,9+ 0,1 1,5+0,3 1,3+0,1 1,6+0,2 20+0,2

2901 3,5+0,1 4,7+0,1 29+0,3 2101

Se han reportado que en condiciones de diazotrofia en cultivos por lotes se han
obtenido valores alrededor entre los 400 y 500 kDa trabajando en un rango de velocidades
de agitacién de 500 a 700 rpm (Diaz-Barrera et al.,2021; Ponce et al., 2021; Diaz-Barrera et
al., 2014). Si bien, a 100 y 900 rpm es primera vez que se han reportado valores de PMP de
alginato, se puede observar que el valor PMP de alginato a 100 rpm recuperado a las 48 h
de cultivo es muy similar a 300 rpm. A 900 rpm no existen datos referentes al PMP del
alginato, sin embargo, existen algunos estudios que reportan PMP de alginato mas bajos que
el de este estudio. Utilizando extracto de levadura en el medio de cultivo y a 700 rpm se han
informado PMP de 38 y 60 kDa controlando el valor de la TOD entre 1 y 3% respectivamente

(Seanez et al., 2001; Pena et al., 2000). Parente et al., (2000) estudiaron el crecimiento y la
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produccion de alginato por A. vinelandii DSM576 en funcion de la concentracion inicial de
sulfato de amonio (0,45 - 1,05 g L") y velocidad de agitacién (300-700 rpm) en cultivos por
lotes. Estos autores reportaron un PMP de alginato entre 20 y 350 kDa, destacando que a

600 rpm el PMPmsx del alginato que se obtuvo fue de 180 kDa.

Se analizé el indice de polidispersién (Pl) , el cual es una medida de la distribucién de
los tamanos de las moléculas de polimero en una muestra dada. En el contexto de los
polisacaridos, indica qué tan variados son los tamanos de las cadenas de polisacaridos. Se
sabe que Pl cercano a un valor de 1 indica que todas las cadenas de polimero tienen el mismo
tamafo (muestra monodispersa). Un Pl mayor que 1 indica que hay una distribucion de
tamafos de cadena (muestra polidispersa) (Porta et al., 2013; RogosSi¢ et al., 1996;

Schurtenberger & Augusteyn, 1991).

De la Tabla 8.5 se observa que el PI del alginato disminuy6 entre 100 y 500 rpm,
pasando de 1,9+0,1 a 1,3+ 0,1. Posteriormente, el Pl aumentdé nuevamente, alcanzando
valores de 1,6 £0,2 a 700 rpm y de 2,4 £0,2 a 900 rpm. Estos resultados indican que a 500
rpm se obtiene una distribucion de tamafios mas homogénea (monodispersa), mientras que
a bajas y altas velocidades de agitacion el sistema tiende a ser mas heterogéneo en cuanto

al tamano de las cadenas de alginato.

Pena et al. (2002) estudiaron la produccion de alginato en mutantes de A. vinelandii
con alteraciones en las rutas de biosintesis de PHB y alginato. Una de las bacterias
analizadas, A. vinelandii DS268,que es una baceteria derivada de ATCC 9046 que lleva una
insercién mini-Tn5 en el gen phbR, el cual codifica un regulador transcripcional del operén
phbBAC (Peralta-Gil et al., 2002). Esta modificacion afecta la sintesis de PHB vy, en
consecuencia, puede influir en la ruta del alginato. También se estudié A. vinelandii WI12,
otro microorganismo derivado de ATCC 9046, que contiene una fusion transcripcional del gen

algD (GDP-manosa deshidrogenasa) con el gen reportero lacZ (Campos et al., 1996).

En estos estudios, los valores de Pl obtenidos para los alginatos sintetizados por estas
bacterias mutantes variaron entre 1,3 y 3,1, lo que concuerda con el rango observado en los
cultivos actuales. Esto sugiere que tanto las condiciones hidrodinamicas como la regulacion
genética de las rutas de biosintesis pueden influir significativamente en la distribuciéon de

pesos moleculares del alginato, lo cual impacta directamente en sus propiedades funcionales.

Por otra parte, Diaz-Barrera et al., (2010) estudiaron la produccion de alginato por A.

vinelandii en cultivos continuos a diferentes tasas de dilucion (D) y concentraciones de
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sacarosa de entrada de 5y 20 g L. Ellos determinaron que a ambas concentraciones de
sacarosa de entrada obtuvieron valores de Pl similares de los alginatos en estado

estacionario (entre 4 y 6) y estos valores no se vieron afectados por los cambios en D.

Trujillo-Roldan et al., (2015), estudiaron la produccién, el peso molecular y el poder
viscosificante del alginato producido por A. vinelandii en cultivos sumergidos utilizando
diferentes fuentes de carbono. El indice de polidispersidad de los alginatos obtenidos de todas
las fuentes de C fue inferior a 1,3. Estos valores demostraron que los alginatos son

monodispersos, sin diferencias significativas, utilizando matraces con agitacion.

La relacion G/M también se analizé en funciéon de las distintas velocidades de
agitacion, y se observé un aumento en los valores desde 0,7 £ 0,02 hasta 1,0 £ 0,03 entre
100 y 900 rpm. Estos valores concuerdan con las condiciones de cultivo empleadas, lo que
se ve respaldado por estudios previos. Dichos estudios han demostrado una relacion directa
entre la VTOmax (debido al cambio en la velocidad de agitacion) y la proporcién G/M (Diaz-
Barrera et al, 2021), asi como entre la velocidad de agitacién y el incremento en el porcentaje
de acido gulurdnico (Sabra et al., 2000). Si bien los valores de G/M reportados anteriormente
para esta bacteria eran ligeramente inferiores cerano a 0,8 (Diaz-Barrera et al., 2021; Pefna
et al., 2006), los resultados actuales sugieren que las condiciones de cultivo tienen una

influencia significativa en la composicion del alginato.

Debido a la posterior aplicacién que se le iba a dar al alginato, era importante obtener
una alta razén G/M. Este es uno de los parametros que va a determinar las caracteristicas
del hidrogel generado, ya que el hidrogel se produce por la unién del calcio a los residuos de
acido gulurénico en la cadena (Ching etal.,, 2017). Estudios realizados en alginato
proveniente de alga demostraron que una mayor proporciéon G/M en la cadena de alginato
permite elaborar hidrogeles de alginato con un mayor médulo de Young, traduciéndose en
geles mas resistentes (Aarstad et al., 2017; Donati et al., 2005; Skjak-Breek et al., 1989).

Finalmente, se caracterizo el alginato extraido por el grado de acetilacion,
observandose que éste el mayor valor fue a 500 rpm produciendo un alginato con un grado
de acetilacién de 4,7 £ 0,1 % p p'. Este valor, se encuentra en el rango de valores de
acetilacion descritos previamente que van desde 1 al 7% en biorreactores, siendo todos estos
estudios con control de TOD (Castillo, et al., 2013; Diaz-Barrera et al., 2017; Pena et al.,
2002). Es importante destacar que el grado de acetilacién a 100, 700 y 900 rpm no habia sido
evaluada. En cultivos en matraces se ha evidenciado que a una mayor VTO se produce una

disminucion del grado de acetilacion, inversamente a lo que ocurria con la razéon G/M (Pena
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et al., 2011). La acetilacién se produce en la cadena naciente de acido polimanurénico y
posteriormente los residuos de acido manurénico que no fueron acetilados pueden ser
epimerizados a acido gulurénico (Urtuvia et al., 2017). Por lo tanto, se esperaba que un
alginato con una alta razén G/M posea valores mas bajos de acetilacion que uno con una
baja razén G/M y en este trabajo la razon G/M obtenida es mayor a las reportadas
previamente. La acetilacién del alginato se relaciona directamente con la capacidad de
retencién de agua del hidrogel formado, evidenciandose que a un mayor porcentaje de
acetilacion aumenta la capacidad de retencion de agua, pero la rigidez del gel se ve
disminuida (Aarstad et al., 2019; Skjak-Breek et al., 1989). Por tanto, es un parametro para
tener en consideracion dependiendo de la aplicaciéon final que quiera darse al hidrogel de

alginato.

Posterior a su caracterizacion, los alginatos bacterianos se clasificaron en tres
categorias segun su peso molecular promedio (PMP): bajo peso molecular (LMW) (entre 90
- 160 kDa), medio peso molecular (MMW) (entre 300 - 350 kDa) y alto peso molecular (HMW)
(entre 550 - 660 kDa). Estas categorias de alginatos se utilizaron para preparar hidrogeles
mediante reticulacion idnica con una solucion de CaCl, al 2 % p v' durante 3 h en un
sonicador para obtener una buena homogeneizacion. Solo los hidrogeles con formacion
estable de la matriz tridimensional se seleccionaron para las siguientes pruebas. La formacion
de los hidrogeles de alginato se llevé a cabo utilizando una masa de alginato seco de 10 mg.
La Figura 8.6 ilustra la preparacion de estos hidrogeles de alginato bacteriano, con

experimentos realizados por sextuplicado para cada tipo de alginato.

Como se observa en la Figura 8.6, la formacion de hidrogeles dependié criticamente
del peso molecular del alginato. Para el alginato LMW, no se apreci6 la formacién de una
estructura de hidrogel cohesiva, lo que sugiere una incapacidad para establecer una red
reticulada estable bajo estas condiciones. Por el contrario, tanto en las categorias de MMW
como de HMW, hubo formacién de hidrogeles de alginato bacteriano. Este resultado indica
que los alginatos con pesos moleculares en los rangos MMW y HMW son adecuados para la

formacion de hidrogeles estables mediante reticulacion ionica (Hu et al., 2022).
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Figura 8.6. Formacion de hidrogeles de alginato bacteriano.

Al comparar nuestros resultados con la literatura, Barba et al., (2014) investigaron
mezclas de alginato/Pluronic (F127) para aplicaciones biomédicas. El Pluronic, un copolimero
tribloque anfifilico no i6nico con un nucleo de poli (6xido de propileno) (PPO) rodeado por
cadenas de poli (6xido de etileno) (PEO), se mezcld con dos tipos de alginato de sodio al 2%
(p v') (396 y 419 kDa). Estudiaron la cinética de reticulacion de estas mezclas usando Cu*?
como agente. Sus hallazgos indicaron que la cinética de reticulacién fue mas rapida con este
agente, y que la combinacion de alginato con otro copolimero podria generar geles con mayor
capacidad de moldeado, utiles como stents liberadores de farmacos en el campo de la

biomedicina.

La Figura 8.7 presenta la formacion de hidrogeles de alginato bacteriano bajo las
mismas condiciones experimentales previas, con la diferencia de que se incrementd la masa
de alginato seco a 100 mg para cada una de las categorias de peso molecular establecidas
(LMW, MMW y HMW). Al aumentar la concentracion de alginato, el alginato de LMW no
mostré formacion de hidrogel cohesivo tras 24 h de reticulacion idnica a temperatura
ambiente, lo que reitera su incapacidad para formar una red polimérica estable bajo estas
condiciones. Por otra parte, en la categoria de MMW, se logré la formacion de un hidrogel. Si
bien su morfologia no es completamente uniforme, la estructura se mantuvo intacta durante
las 24 h de observacion a temperatura ambiente. Finalmente, el alginato de HMW resulté en
la formacion de un hidrogel de alginato bacteriano con una morfologia uniforme y una
excelente estabilidad, manteniendo su conformacion original inalterada durante el mismo
periodo de 24 h a temperatura ambiente. Estos resultados refuerzan la correlacion directa

entre el peso molecular del alginato bacteriano y su capacidad para formar hidrogeles
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estables mediante reticulacion idnica, especialmente al aumentar la concentracion del

polimero.

LMW MMW HMW

24 horas

Figura 8.7 Formacion de hidrogeles de alginato bacteriano luego de 24 h de reticulacién

idnica.

Es posible que a utilizando un alginato LMW no haya habido formacion de hidrogel
debido al bajo PM en comparacion con el obtenido en otras condiciones, ya que se han
reportado pesos moleculares superiores a 600-3000 kDa para aplicaciones biomédica. En el
area biomédica, para hidrogel para adhesién de mioblastos y apésitos para heridas, se
requiere una relacion G/M de 0,42 a 1,5 y un grado de acetilacion de alrededor del 5% se
puede decir que estos parametros no afectan la formacién del hidrogel (Ahmad Raus et al.,
2021b; Szekalska et al., 2016b; Caccavo et al., 2015; Hoefer et al., 2015).

8.2.3. Pruebas de estabilidad de los hidrogeles de alginato bacteriano

Se realizaron pruebas de estabilidad hidraulica de los hidrogeles seleccionados,
mediante 25 ciclos de hidratacién y deshidratacion en agua desionizada y deshidratacion a
temperatura ambiente durante 250 horas, las cuales se muestran a continuacion en la figura
8.8.
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Figura 8.8 Estabilidad hidraulica de hidrogeles de alginato bacteriano luego de 250 horas.

De la figura 8.8 se desprende que, a las 0 horas, se observa que solo los alginatos
MMW y HMW son capaces de formar hidrogeles cohesivos y bien definidos, lo que confirma
la eficacia del Ca*? para reticular sus cadenas poliméricas y crear una red tridimensional
estable mediante el modelo de "caja de huevos". Por el contrario, el alginato LMW no forma
una estructura de gel, manteniéndose disperso en la solucion, lo que sugiere que sus cadenas

son demasiado cortas o insuficientes para establecer una red reticulada robusta con el Ca*2.

Luego de 250 horas y realizando ciclos de estabilidad hidraulica, el hidrogel MMW
evidencia una clara deformaciéon mayor y pérdida de su forma inicial en comparacion con el
hidrogel HMW, logran mantener su integridad como geles, sin desintegrarse por completo.
Esta resiliencia indica una resistencia significativa de las uniones idnicas entre el Ca*? y el
alginato. En contraste, el LMW permanece inalterado en su estado disperso, reafirmando su
falta de estabilidad estructural inicial. Estos resultados resaltan la importancia del peso
molecular del alginato bacteriano en la formacion de hidrogeles estables y en su capacidad
para soportar condiciones ambientales fluctuantes, un aspecto fundamental para su
aplicacion en campos biomédicos y de ingenieria de tejidos (Bhujbal et al., 2014; K. Y. Lee &
Mooney, 2012b; Bhattarai & Zhang, 2007).
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8.2.4. Analisis de los alginato e hidrogeles por microscopia electronica de barrido
(SEM):

La microestructura de los alginatos bacterianos, influenciada por su peso molecular,
fue caracterizada mediante microscopia electrénica de barrido (SEM), como se muestra en la

Figura 8.9.

LMW HMW

Figura 8.9 Microscopia electronica de barrido (SEM) de alginatos bacterianos, peso

molecular bajo (LMW) (a) peso molecular medio (MMW) (b) y peso molecular alto (HMW)
(c).

En la Figura 8.9a se observa la micrografia correspondiente al alginato LMW que
exhibe una superficie predominantemente granular y porosa, con agregados de particulas
irregulares y falta de una estructura de red continua. Esta morfologia granular y la ausencia
de una topografia fibrosa o laminar caracteristica de un gel reticulado explican la incapacidad
del LMW para formar un hidrogel estable, incluso a concentraciones elevadas, confirmando
que las cadenas de bajo peso molecular no logran establecer suficientes puntos de
reticulacion iénica con Ca*? para generar una red tridimensional cohesiva (Segale et al., 2016;
Potter et al., 1994).

La Figura 8.9b corresponde a una micrografia de alginato MMW, el cual revela una
superficie con una topografia ondulada y estriada, sugiriendo la presencia de capas o pliegues
interconectados que forman una red relativamente densa, consistente con la formacion de un
gel cohesivo observado macroscopicamente. En contraste, la Figura 8.9c del alginato HMW
presenta una superficie mas lisa y homogénea, aunque con algunas fracturas o grietas
dispersas, lo que podria indicar una estructura mas compacta y uniforme, en linea con la

mayor estabilidad y la morfologia mas definida de los hidrogeles HMW.
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La Figura 8.10 presenta las micrografias obtenidas por microscopia electronica de
barrido (SEM) de los hidrogeles de alginato bacteriano con pesos moleculares medio (MMW)
y alto (HMW) después de haber sido sometidos a 250 horas de prueba de estabilidad

hidraulica, que incluyd 20 ciclos de hidratacién y deshidratacion.

Figura 8.10 Microscopia electronica de barrido (SEM) de los hidrogeles de alginato
bacteriano sometidos a pruebas de estabilidad hidraulica a 100 y 50 um. peso molecular
medio (MMW) (a y b) y peso molecular alto (HMW) (c y d).

En el caso del alginato MMW (Fig. 8.10 a y b), la microestructura revela una superficie
con extensas grietas y una apariencia mas fragmentada y rugosa en comparacién con su
estado inicial. A una mayor magnificacion (b), se observan numerosas estructuras
puntiformes o poros, asi como una evidente reorganizacién de la matriz polimérica. Esta
morfologia alterada es consistente con la deformacion y la pérdida de uniformidad
macroscopica observadas en el hidrogel MMW tras el ensayo de estabilidad hidraulica
(Baysal et al., 2013).

Algo similar ocurre con el alginato HMW (Figura 8.10 c y d), las micrografias post-
ensayo muestran una superficie con fisuras pronunciadas y una textura menos lisa y mas
granular en comparacion con su microestructura homogénea inicial. Aunque el hidrogel HMW
mantuvo mejor su conformacion macroscépica general que el MMW después de las 250 h, la
evidencia a nivel microscopico sugiere que la exposicién prolongada a los ciclos de
hidratacion y deshidratacion ha provocado estrés en la red del polimero. Las grietas y la
apariencia mas rugosa en ambas categorias MMW y HMW indican una posible reorganizacion

de las interacciones iénicas, lo que conduce a una contraccion o colapso parcial de la red del
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hidrogel, incluso si la integridad global se mantiene. Estos cambios microestructurales
explican la deformacion macroscépica y la reduccion de la cohesion observadas tras las

rigurosas pruebas de estabilidad (Aston et al., 2016).

En sintesis, estos resultados muestran que el peso molecular del alginato bacteriano
es el factor primordial que determina la viabilidad de la formacion de hidrogeles estables
mediante reticulacion ionica con Ca*?, asi como su resistencia a la degradacion
microestructural y la deformacion macroscopica bajo condiciones de estrés hidraulico. La
capacidad de los alginatos de alto peso molecular para formar redes mas robustas es esencial
para aplicaciones que demandan estabilidad estructural y durabilidad en entornos liquidos

dinamicos, como las aplicaciones biomédicas.

8.3. Expresion relativa de genes involucrados en la produccion de alginato

Para una mejor comprensiéon de los resultados obtenidos en la determinacion y
caracterizacion del alginato bacteriano producido por A. vinelandii a diferentes velocidades
de agitacion, se investigd la expresion relativa de los genes implicados en la biosintesis de
alginato bajo diversas condiciones de cultivo. A continuacion, se muestran las expresiones
génicas relativas de los genes relacionados con la biosintesis de alginato, fijacion de
nitrégeno, respiracion y estrés celular, cuantificados en las siguientes etapas del cultivo: fase

de crecimiento celular (24 h), fase pre-estacionaria (48 h) y fase estacionaria (72 h)

8.3.1. Genes relacionados con la regulaciéon global de la biosintesis del alginato

algU en cultivos por lotes de A. vinelandii ATCC 9046

En la figura 8.11 se muestra la expresion del gen algU, un reconocido regulador global
involucrado en la sintesis de alginato y en A. vinelandii Dado su rol como factor sigma
alternativo, AlgU coordina la expresion de multiples genes asociados a la biosintesis de
alginato y a mecanismos de adaptacion celular (Chowdhury-Paul et al., 2023; Martinez-
Salazar et al., 1996).

En la Figura 8.11 se muestra que, durante la fase de crecimiento celular, la
transcripcién de algU a bajas velocidades de agitacién no fue significativa respecto del control,
pero al aumentar a 700 y 900 rpm aumenté aproximadamente 3 y 5 veces. En la fase pre-

estacionaria (48 h) hubo una expresion relativa de algU no significativa a 100 y 300 rpm, pero
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si a altas velocidades de agitacion entre 5 y 6 veces mas respecto de 500 rpm. A las 72 h de
cultivo, bajo las mismas condiciones, a velocidades de agitacion mas bajas (100 y 300 rpm),
los niveles de transcripcion son similares al control, pero a 700 y 900 rpm la expresion relativa

de genes fue de 6 y 8 veces mas respecto a 500 rpm.

12
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Figura 8.11 Perfil de expresion relativa de genes involucrados en la regulacion global de la
biosintesis de alginato (algl), a diferentes tiempos de cultivos (24, 48 y 72 h) en cultivos por

lotes de A. vinelandii ATCC 9046 a diferentes velocidades de agitacion.

El nivel de los transcritos de algU se normalizé de acuerdo con el nivel del ARNm de gyrA
como se describe en la Seccion Materiales y métodos. Los datos se presentan como cambios
en el pliegue con respecto al valor del calibrador (condicién de 500 rpm). Los valores
corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacién estandar. Las
diferencias entre condiciones fueron evaluadas mediante anadlisis de varianza unidireccional
(ANOVA). Se consideraron estadisticamente significativas segun el siguiente criterio: * P <

0,05 (significativo), ** P < 0,01 (muy significativo), *** P < 0,001 (altamente significativo).

Cabe destacar que es primera vez que se realiza el estudio de la expresion relativa
del gen algU. Los antecedentes mas recién son del estudio de Castillo et al., (2018) quienes
demostraron que, el factor sigma E (AlgU) en A. vinelandii en una bacteria que no produce
alginato y carece del factor sigma E (algU-) y una bacteria productora de polimero (algU+) en
condiciones diazotrdéficas y con diferentes condiciones de aireacion. Ellos demostraron que
bajo condiciones diazotréficas y de alta aireacion, la bacteria OP (algU-) tuvo una qO2 mayor
(30 y 54%) que las observadas en A. Vinelandii OP complementada con algU+, denominada

OPAIgU+, y ATCC 9046 respectivamente. Sin embargo, la qO2y los rendimientos de biomasa
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(basados en oxigeno y sacarosa) fueron menores para los cultivos de OP en comparacion

con la bacteria A. vinelandii algU+.

La velocidad de agitacion podria ser un factor importante en la produccion de alginato
la cual se ve reflejada en la expresion relativa del gen algU impactando la qO».. Como se ha
descrito anteriormente, 700 y 900 rpm, fue observada una produccion de alginato maxima
referente a las otras condiciones, cercano a los 5,3 + 0,1 g L™ a las 48 h de cultivo, y eso se
correlaciona con el incremento de la expresién transcripcional de algU (5 - 8 veces mas que
el control) y una alta qO2 (45,3 + 2,0 mmol g h™" inicialmente). Se ha reportado que un alto
valor de gO2 posee una mayor actividad del ciclo TCA, generando la energia necesaria para
la biosintesis del alginato. Sin embargo, se ha descrito previamente que el acetil-CoA puede
ir dirigido a la sintesis de PHB, explicando la menor acumulacion de PHB observada. Por otra
parte, a 100 rpm la produccion de alginato fue de 2,9 + 0,1 g L'y la qO2fue menor de 14,9 +
0,8 mmol g’ h' lo que podria indicar una actividad metabdlica menor. Estos resultados
resaltan la regulacion coordinada de la expresion de algU, el metabolismo energético vy la
produccion de alginato, donde la velocidad de agitacion actia como un parametro critico para

optimizar la biosintesis del biopolimero.

8.3.2. Expresion relativa de genes implicados en la respiraciéon desacoplada y en

la fijacion de nitrégeno en cultivos por lotes A. vinelandii ATCC 9046

La Figura 8.12a muestra la expresion génica de ndhll a lo largo del cultivo.
Inicialmente, durante la fase de crecimiento celular (24 h de cultivo), la transcripcién de ndhll
se mantuvo similar a la observada a las 8 h a bajas velocidades de agitacién, pero se
incrementd significativamente a 700 y 900 rpm, alcanzando valores de 3,2 y 4,3 veces
respectivamente. En la fase preestacionaria (48 h), los niveles de transcripcion se
mantuvieron constantes a 100 y 300 rpm, mientras que a 700 y 900 rpm disminuyeron en
comparacion con las 24 h. Finalmente, en la fase estacionaria (72 h), la transcripcion de ndhll

no mostré una expresion significativa respecto al control.
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Figura 8.12 Perfil de expresion relativa de genes involucrados en la respiracion y fijacion de
nitrégeno a diferentes tiempos de cultivos (24, 48 y 72 h) en cultivos por lotes de A.

vinelandii a diferentes velocidades de agitacion.

El nivel de los transcritos de nifH, cydA y ndhll se normalizaron de acuerdo con el nivel del
ARNm de gyrA como se describe en la Seccion Materiales y métodos. Los datos se presentan
como cambios en el pliegue con respecto al valor del calibrador (condicién de 500 rpm). Los
valores corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacion estandar. Las
diferencias entre condiciones fueron evaluadas mediante analisis de varianza unidireccional
(ANOVA). Se consideraron estadisticamente significativas segun el siguiente criterio: * P <

0,05 (significativo), ** P < 0,01 (muy significativo), *** P < 0,001 (altamente significativo).
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La Figura 8.12b muestra la expresion relativa del gen cydA a lo largo del cultivo. A las
24 h de cultivo, la transcripcidon de cydA se mantuvo similar a la observada a las 8 h a bajas
velocidades de agitacion, pero se incremento significativamente a 700 y 900 rpm, alcanzando
valores de 7 y 10 veces respecto del control. En la fase pre-estacionaria (48 h), los niveles de
transcripcién se mantuvieron constantes a 100 y 300 rpm, mientras que a 700 y 900 rpm
disminuyeron en comparacion con las 24 h. Finalmente, en la fase estacionaria (72 h), la

transcripcion de cydA no mostrd una expresion significativa respecto al control.

Castillo et al., (2018), por otra parte, estudiaron en matraces la actividad respiratoria
de una bacteria de A. vinelandii que no produce alginato y carece del factor sigma E (algU-)
y una bacteria productora de alginato (algU+) en condiciones diazotréficas y con diferentes
condiciones de aireacion. Ellos determinaron, la expresion génica de cydA y ndhll, a una
VCOmax de 29 mmol L' h™', la expresion de cydA fue mayor en la bacteria OP (1,5 veces) que
en su derivado OPAIgU+; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la
expresion de ndhll entre ambas bacterias. Ademas de su participacion en la regulacion de
la biosintesis de alginato, AlgU es un regulador transcripcional involucrado en diversas
respuestas metabdlicas y fisioldgicas; una de las mas importantes es la regulacién de la
expresion de CydR (Leén & Espin, 2008; Setubal et al., 2009), que a su vez regula
negativamente los citocromos bd (cydA y cydB), asi como la expresion de la oxidorreductasa
NADII (Wu et al., 2000). Ambas proteinas participan en el mecanismo de proteccion
respiratoria presente en las células de A. vinelandii cuando se exponen a altas
concentraciones de oxigeno mientras fijan nitrégeno. Para comprender si la ausencia de AlgU
en la A. vinelandii OP influyé en la expresion génica de cydA y ndhll, se evalué la cantidad
relativa de transcritos de estos genes en las A. vinelandii OP y su derivado AlgU+ cultivadas
a altas VTO. Contrariamente a lo esperado, no se encontraron diferencias significativas en la
expresion génica relativa de ndhll entre las bacterias que fueron evaluadas. Sin embargo, en
el caso del gen cydA (que codifica el citocromo b), se encontraron diferencias importantes,
determinando la mayor expresion relativa de este gen en la bacteria OP. Para esta bacteria,
la expresion génica relativa de cydA fue 1,5 veces mayor que en su derivado OPAIgU+, lo
que sugiere que el alto qO2max alcanzado con la bacteria OP, principalmente en los cultivos
realizados con altas concentraciones de oxigeno, podria explicarse parcialmente por la falta

de AlgU y su papel en la regulacion negativa de la expresion de cydAB (Wu et al., 2000).

Garcia et al., (2018) analizaron el flujo metabdlico a través del metabolismo central
del carbono y la respiracion en cultivos de A. vinelandii en quimiostatos a una D de 0,08 h''y
a diferentes velocidades de agitacion 300, 500 y 700 rpm. Ellos observaron que, en cultivo a

una alta VTO 14,3 mmol L™ h"', donde el rendimiento proteico fue menor (menor crecimiento
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celular), transcripciéon de genes que codifican componentes de la cadena respiratoria
desacoplada (cydA y ndhll) fueron inducidos significativamente con respecto a los cultivos
desarrollados en condiciones limitantes de oxigeno. La expresion relativa de cydA aumento
un 30% cuando la VTO fue de 6,2 mmol L' h™" con respecto a 2,4 mmol L' h'; Sin embargo,
se observé una induccion ain mayor a 14,3 mmol mmol L' h'' (2,3 veces). Para el gen ndhll,
la expresion relativa también se indujo considerablemente (3,5 veces) a una VTO mas alta de
14,3 mmol L h"' en comparacién con los cultivos desarrollados a 6,2 mmol L™ h™" (condicién
de referencia). Esto resultados se correlacionan con los nuestros, indicando que, A una VTO
de 14,3 mmol L h”', se observa una alta expresion de la cadena respiratoria alternativa, un

mecanismo clave para la proteccion de la nitrogenasa.

Por otra parte, (Liu et al., (2014) estudiaron el incremento de la produccion mejorada
de PHB en Escherichia coli mediante la inactivacién de la citocromo bd-Il oxidasa o/y la NDH-
Il deshidrogenasa en cultivo en matraces. Ellos demostraron que, la inactivacion del citocromo
bd-Il oxidasa y/o la NDH-Il deshidrogenasa resulté en un aumento significativo de la
produccion de PHB en E. coli recombinante, lo cual puede atribuirse al aumento del aporte
intercelular de acetil-CoA y NAD(P)H. La inactivacién de la NDH-II deshidrogenasa es eficaz
para la sobreproduccion de PHB mediante la ingenieria metabdlica de las cadenas
respiratorias aerébicas. Al relacionar este estudio con trabajo, podemos decir que a 700 y 900
rpm la producciéon de PHB es baja, lo que conlleva tener una mayor expresion de los genes

relacionados a la respiracion desacoplada.

En la Figura 8.12¢ se muestran los niveles de transcripcion de nifH, donde a las 24 h
de cultivo, la transcripcion de nifH a 100 y 300 rpm fue similar al control. A 700 rpm, la
transcripcién aumento 8 veces en comparacion con 500 rpm, y a 900 rpm, aumentd 12 veces.
Durante la fase preestacionaria (48 h), la expresion relativa de nifH fue similar para 100 y 300
rpm, sin embargo, a altas velocidades de agitacion su expresion disminuyé a 3 veces a 700
rom y 6 veces a 900 rpm. Finalmente, a las 72 h de cultivo, los niveles de nifH no fueron

estadisticamente significativos a las velocidades de agitacion.

Garcia et al., (2018), analizaron el flujo metabdlico a través del metabolismo central del
carbono y la respiracion en cultivos de A. vinelandii en cultivo continuo a una D de 0.08 (h™),
con amonio y a diferentes velocidades de agitacion 300, 500 y 700 rpm. Ellos determinaron
el nivel de expresién de la nitrogenasa y fue observado un aumento de 23 veces en los
cultivos a altas velocidades de agitacion (700 rpm). Ellos expresaron que, los cultivos a una

VTO alta se encontraban fijando nitrégeno atmosférico dada la limitacién de NHs, sugiriendo

160



que A. vinelandii responde al agotamiento de nitrdgeno induciendo la expresion de la

nitrogenasa.

Respecto de nuestros resultados, la velocidad de agitacién es un factor regulador
critico de la expresion del gen nifH, el cual es imprescindible en la fase de crecimiento de
cultivos de A. vinelandii. La velocidad de agitacion emerge como un factor regulador critico
de la expresién del gen nifH, un componente esencial de la nitrogenasa, en cultivos de A.
vinelandii. Durante la fase de crecimiento temprano (24 h), se observa un aumento
significativo en la transcripcién de nifH a altas velocidades de agitacion. Este hallazgo
coincide con el estudio de Garcia et al., (2018), sugiriendo que la limitacion de amonio
inducida por la alta aireacién favorece la fijacion de nitrégeno. Sin embargo, en fases
posteriores del cultivo (48 y 72 h), la expresion de nifH disminuye significativamente, lo que
indica una regulacion temporal de la fijaciéon de nitrégeno. Estos resultados resaltan la
compleja interaccion entre la velocidad de agitacion, la disponibilidad de nitrédgeno y la

expresion de genes clave para la fijacion de nitrégeno en A. vinelandii.

Respecto de los resultados obtenidos en la respiracion, se puede indicar que, la
respiracion desacoplada es un mecanismo de proteccion esencial para la nitrogenasa en A.
vinelandii. La expresion del gen nifH y la fijacion de nitrogeno estan estrechamente
relacionadas con la respiracion desacoplada. Esta regulacion de la expresién de nifH por la
velocidad de agitacion y la disponibilidad de nitrégeno refleja la adaptacion de A. vinelandii a
diferentes condiciones ambientales, donde la respiracién desacoplada juega un papel

fundamental en la proteccion de la nitrogenasa.
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8.3.3. Expresion relativa de genes implicados en el estrés celular en A. vinelandii
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Figura 8.13 Perfil de expresion relativa de genes involucrados en el estrés celular (rpoS), a
diferentes tiempos de cultivos (24, 48 y 72 h) en cultivos por lotes de A. vinelandii a

diferentes velocidades de agitacion.

El nivel de los transcritos de rpoS se normalizé de acuerdo con el nivel del ARNm de gyrA
como se describe en la Seccidon Materiales y métodos. Los datos se presentan como cambios
en el pliegue con respecto al valor del calibrador (condicién de 500 rpm). Los valores
corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacién estandar. Las
diferencias entre condiciones fueron evaluadas mediante analisis de varianza unidireccional
(ANOVA). Se consideraron estadisticamente significativas segun el siguiente criterio: * P <

0,05 (significativo), ** P < 0,01 (muy significativo), *** P < 0,001 (altamente significativo).

La Figura 8.13 muestra la expresion relativa del gen rpoS en funcion de las
velocidades de agitacion y los tiempos de cultivo. A las 24 horas, se detectdé un aumento en
los niveles de transcripcion de rpoS a 700 y 900 rpm, alcanzando cerca de cuatro veces los
valores observados a 500 rpm. Durante la fase pre-estacionaria, este aumento fue aun mas
pronunciado, con niveles de expresion relativa entre seis y ocho veces superiores a altas
velocidades de agitacion. Finalmente, en la fase estacionaria, se registr6 un incremento

significativo de ocho a doce veces respecto del control.

Estos hallazgos contrastan con lo descrito previamente en cultivos de E. coli, donde la

expresion de RpoS se asocia primariamente con el agotamiento de nutrientes especificos y
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la respuesta al estrés, con una disminucion a niveles basales una vez que el estrés cesa
(Hengge, 2008, 2008; Pruteanu & Hengge-Aronis, 2002; Loewen et al., 1998). Es importante
sefalar que la expresion de rpoS en el contexto de un crecimiento diazotréfico, como el de A.

vinelandii, no ha sido ampliamente estudiada.

Nuestros resultados son consistentes con el estudio de Sandercock & Page, (2008)
quienes investigaron la expresion de RpoS y la respuesta general al estrés en A. vinelandii
durante cambios en las fuentes de carbono y nitrégeno. Utilizando una bacteria no productora
de alginato (A. vinelandii UW) y una bacteria mutante rpoS cultivadas en matraz y biorreactor
con amonio, determinaron que la expresion de RpoS, tanto a nivel transcripcional como
postraduccional, esta influenciada por las variaciones en estas fuentes nutricionales, siendo
crucial para la supervivencia en ambientes adversos. Descubrieron que la bacteria mutante
rpoS mostré una menor supervivencia frente al estrés en fase estacionaria en comparacion
con el tipo silvestre. Cabe destacar que, en su estudio, la expresién de RpoS no fue exclusiva
de la fase estacionaria y se vio influenciada por cambios en carbono y nitrégeno (con
aumentos de hasta 28 veces), sin que hubiera una variacién en la disponibilidad de oxigeno

en el sistema.

Se ha determinado que en A. vinelandii, la expresion del gen rpoS aumenta
significativamente a altas velocidades de agitacién (700 y 900 rpm). En estas condiciones, el
oxigeno disuelto juega un rol principal en la modulacién de la produccion de alginato,
generando que algunos genes directamente relacionados con su biosintesis y modificacion
se vean afectados simultaneamente por la agitacién y, por consecuencia, por la disponibilidad
de oxigeno. Esta interaccion entre el estrés por variabilidad de oxigeno (sefializado por rpoS)
y la maquinaria de biosintesis del alginato sugiere que A. vinelandii podria ajustar la calidad
y cantidad del alginato producido como parte de su respuesta fisioldgica al entorno del
biorreactor, lo cual es fundamental para la supervivencia celular y, en ultima instancia, para

la modulacién de las propiedades del alginato en los diferentes tiempos de cultivo.

8.3.4. Genes involucrados en la polimerizacién del alginato: alg8y alg44

La Figura 8.14 muestra la expresion relativa del gen alg8, responsable de codificar la
proteina glicosiltransferasa Alg8, y del gen alg44, que codifica la proteina copolimerasa Alg44
a diferentes tiempos de cultivo y velocidades de agitacién. En la Figura 8.14a se muestra que,
a las 24 h de cultivo, la transcripcion de alg8 aumenté aproximadamente 3,3 veces en
comparacion con el control a 700 y 900 rpm, a medida que aumentd el tiempo del cultivo los

niveles transcripcionales fueron mas bajos en las fases pre-estacionaria (48 h) y estacionaria
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(72 h) bajo las mismas condiciones. Por otro lado, a velocidades de agitacion mas bajas (100
y 300 rpm), los niveles de transcripcion aumentaron alrededor de dos veces respecto al
control a las 48 h de cultivo, y en la fase estacionaria (72 h), estos niveles fueron

aproximadamente 5 veces mayores a 100 rpm y 4 veces mayores a 300 rpm.

En la Figura 8.14b se presenta la expresion génica de alg44. Durante la fase de
crecimiento (24 h), la transcripcion de alg44 se duplicd en comparacién con el control a todas
las velocidades de agitacién. En la fase pre-estacionaria (48 h), los niveles de transcripciéon
aumentaron aproximadamente cinco veces a 100 y 300 rpm, mientras que a 700 y 900 rpm
fueron mas bajos. En la fase estacionaria (72 h), la transcripcién fue de 5 a 7 veces mayor a
bajas velocidades de agitacién (100 y 300 rpm), mientras que a 700 y 900 rpm se mantuvo

similar a los niveles observados a las 48 h de cultivo.

8
I 500 rpm a
1 100 rpm a’gs
[ 300 rpm
1 700 rpm
6 == 90mpm

ok

*%
FK e

Expresion relativa de genes
n

alg44 b

k&

Expresidn relativa de genes

24 48 72
Tiempo de cultivo (h)

Figura 8.14 Perfiles de expresion relativa de genes involucrados en la polimerizacién (alg8
(a) y alg44 (b)), a diferentes tiempos de cultivos (24, 48 y 72 h) en cultivos por lotes de A.

vinelandii a diferentes velocidades de agitacion.
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El nivel de los transcritos de alg8 y alg44 se normalizé de acuerdo con el nivel del ARNm de
gyrA como se describe en la Seccion Materiales y métodos. Los datos se presentan como
cambios en el pliegue con respecto al valor del calibrador (condicién de 500 rpm). Los valores
corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacién estandar. Las
diferencias entre condiciones fueron evaluadas mediante analisis de varianza unidireccional
(ANOVA). Se consideraron estadisticamente significativas segun el siguiente criterio: * P <

0,05 (significativo), ** P < 0,01 (muy significativo), *** P < 0,001 (altamente significativo).

En relacion con los resultados obtenidos, Diaz-Barrera et al., (2011) demostraron que,
en cultivos continuos a una misma velocidad de dilucién (D = 0,8 h'"), la expresion del gen
alg8 se encontraba relacionada con la VTO. Especificamente, un aumento en la VTO
generaba una disminucion en la expresion de alg8. En contraste, Ponce et al., (2021), en
cultivos por lotes a una VTO controlada y no controlada, observaron que, a las 24 h, la
expresion transcripcional de alg8 fue 1,7 veces mayor a una VTO controlada, mientras que
en la fase estacionaria tuvo una disminucién respecto del control. Estos resultados podrian
indicar que el rol del gen alg8 esta mas relacionado con su activacion en la fase del cultivo

que con los cambios en la VTO por la velocidad de agitacion.

Por otro lado, Ponce et al., (2021) en cultivo por lotes de A. vinelandii ATCC 9046
observaron que los niveles de transcripcion de alg44 fueron menores a una VTO controlada.
Luego de 30 h de cultivo, se observé una disminucion en el PMP del alginato obtenido a una
VTO controlada lo que se correlaciona con la disminucion de la expresion relativa del gen

alg44 sugiriendo que a una alta VTO existe una baja actividad de la copolimerasa.

Al realizar un andlisis entre los perfiles de PMP de alginato y la expresioén de estos
genes involucrados en la polimerizacién del alginato alas diferentes velocidad de agitacion.
La expresion del gen alg8, este se ve afectado por la velocidad de agitacion. A bajas
velocidades de agitacion entre 100 y 300 rpm, la transcripcion de alg8 se incrementa,
favoreciendo la produccion de alginato de mayor peso molecular, probablemente debido a
una menor actividad de despolimerizacién. A altas velocidades (700 y 900 rpm), la
transcripciéon aumenta en las primeras fases, pero disminuye en fase preestacionaria y
estacionaria, lo que podria estar vinculado a la reduccién del peso molecular del alginato. A
estas velocidades, el oxigeno disuelto favorece la accion de las liasas y la despolimerizacion,
disminuyendo el PMP del alginato. A velocidades mas bajas (100 y 300 rpm), la transcripcion
de alg8 aumenta en fases posteriores, favoreciendo la produccion de alginato de mayor peso

molecular, probablemente debido a una menor actividad de despolimerizacion.
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Los niveles de transcripcion del gen alg44 muestran un incremento a bajas
velocidades de agitacién, especialmente durante las fases pre-estacionaria y estacionaria, lo
cual se asocia con una mayor produccién de alginato de alto peso molecular. Esto se refleja
en los cultivos a 100 rpm, donde se obtuvo un PMPns de 442 +23 kDa. Este patron de
transcripcién podria reflejar una mayor activacion del complejo biosintético responsable de la
polimerizacion y exportaciéon del alginato, favoreciendo la sintesis de cadenas de alto peso
molecular en condiciones de baja agitacion. En contraste, a velocidades de agitacion
elevadas (700 y 900 rpm), donde se observa una menor transcripcion de alg44, es probable
que aumente la actividad de alginasas, promoviendo la degradacién parcial del polimero. Esto
se traduce en una disminucion del PMP del alginato producido bajo estas condiciones. Estos
resultados refuerzan la hipotesis de que la regulacion transcripcional de alg44, en conjunto
con el entorno hidrodinamico, desempefa un papel clave en la determinacién de la longitud

y calidad de las cadenas de alginato sintetizadas por A. vinelandii.

Los niveles de transcripcidon del gen alg44 muestran un aumento en su expresion a
bajas velocidades de agitacidn en las fases pre-estacionarias y estacionarias, lo que se asocia
con una mayor produccion de alginato de alto peso molecular, como se observa en los cultivos
a 100 rpm (PMPmsx de 442 + 23 kDa). Este patron de transcripcion podria indicar la
polimerizacion del alginato en condiciones de baja agitacién, favoreciendo la produccion de
alginato con cadenas mas largas. En contraste, a velocidades de agitacion mas altas (700 y
900 rpm), donde la transcripcion de alg44 es mas baja, la mayor actividad de las liasas podria
estar favoreciendo la degradacién del alginato, lo que se refleja en una disminucion del PMP

del alginato.

Se llevé a cabo un analisis entre el (PMP del alginato y la expresion relativa de los
genes alg8y alg44 en los distintos tiempos de muestreo (24, 48 y 72 horas). Los resultados
no muestran una correlacion directa entre el aumento en la expresion relativa de los genes
alg8y alg44 y el peso molecular promedio del alginato. Por el contrario, los valores mas altos
de expresion génica se asociaron en varios casos con pesos moleculares mas bajos. Esto
sugiere que la transcripcion de estos genes, aunque necesaria, no determina por si sola la
longitud del polimero, y que otros factores como la regulacion post-transcripcional, las
condiciones hidrodinamicas y la interaccion con otras proteinas del sistema de biosintesis

también influyen de forma significativa.
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8.3.5. Genes involucrados en la despolimerizacion del alginato: alyA1, alyA2, alyA3

y algL

La Figura 8.15 muestra el analisis de 4 genes que codifica enzimas que poseen

actividad de alginato liasa a diferentes tiempos de cultivo y velocidades de agitacion.

25
W 500 rpm
8 ] 100 pm alyA1
1< 20 [ 300 rpm
[-*] [ 1 700 rpm
=] I 900 rpm ** wx ok
]
©
1] L
i 15
=
5
[ *k
= F *% *k
< 10
R
wn
g
s 5¢
x
w
0
20
a alyA2
=
Q
D 15 |
Q
-]
© *K
2
& 10
D *k
—_
S
— *k
[T} L Exd
e 5 *%
[=%
>
w

24

48

72

Tiempo de cultivo (h)

Expresion relativa de genes

Expresion relativa de genes

25

20 -
ES

15 +

*k

10 +

alyA3

*k

*k

L

k¥

24

algL

48

Tiempo de cultivo (h)

72

Figura 8.15 Perfiles de expresion relativa de genes involucrados en la despolimerizacion del
alginato (alyA1 (a), alyA2 (b), alyA3 (c) y algL (d)), a diferentes tiempos de cultivos (24, 48 y

72 h) en cultivos por lotes de A. vinelandii a diferentes velocidades de agitacion.

El nivel de los transcritos de alyA1, alyA2, alyA3y algL se normalizé de acuerdo con el nivel
del ARNm de gyrA como se describe en la Seccion Materiales y métodos. Los datos se
presentan como cambios en el pliegue con respecto al valor del calibrador (condicion de 500
rpm). Los valores corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacion
estandar. Las diferencias entre condiciones fueron evaluadas mediante analisis de varianza
unidireccional (ANOVA). Se consideraron estadisticamente significativas segun el siguiente
criterio: * P < 0,05 (significativo), ** P < 0,01 (muy significativo), *** P < 0,001 (altamente

significativo).

En la Figura 8.15a se muestra que, a las 24 h de cultivo, la transcripcion aumento

aproximadamente el doble a 100 y 300 rom en comparacioén con el control (500 rpm). A
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velocidades de agitacion mas altas (700 y 900 rpm), este incremento fue aun mayor,
alcanzando entre 6 y 17 veces los valores del control. Durante las fases pre-estacionaria (48
h) y estacionaria (72 h), los niveles de alyA1 aumentaron entre 2 'y 3 veces a 100 y 300 rpm.
En contraste, a 700 y 900 rpm, la transcripcion se mantuvo elevada, con incrementos de 9 y

17 veces, respectivamente, en comparacién con el control.

En la Figura 8.15b se muestra que, durante la fase de crecimiento, la transcripcion de
alyA2 a 100 rpm fue similar al control, pero a 300 rpm se duplicé. A 700 rpm, la transcripcion
aumentoé 7 veces en comparacion con 500 rpm, y a 900 rpm, aumenté 10 veces. Durante la
fase preestacionaria (48 h), la expresién relativa de alyA2 aumentd a 100 rpm, pero entre 300
y 900 rpm disminuy6 cerca del 60% respecto a las 24 h de cultivo. Finalmente, a las 72 h de

cultivo, los niveles de alyA2 fueron similares a 700 y 900 rpm.

Respecto a alyA3, en la Figura 8.15c se muestra que, durante la fase de crecimiento
la transcripcién de alyA3 aumenté aproximadamente 2,5 veces a 100 y 300 rpm. A 700 rpm,
la transcripcién aumenté 9 veces en comparacion con 500 rpm, y a 900 rpm, aumenté 15
veces. Durante la fase preestacionaria (48 h), la expresion relativa de alyA3 fue similar a 100
y 300 rpm, mientras que a 700 y 900 rpm se mantuvo constante. Finalmente, a las 72 h de

cultivo, los niveles de alyA3 disminuyeron cerca de un 60% a 700 y 900 rpm.

Finalmente, en la Figura 8.15d se muestra el perfil transcriptomico de algL. A las 24
h, se observé un aumento de algL, alcanzando niveles de 3 veces respecto al control a 100 y
300 rpm, 5 veces a 700 rpm y15 veces a 900 rpm. Sin embargo, a las 48 hy 72 h de cultivo,
los niveles de transcripcion disminuyeron en aproximadamente un 60 % en todas las

condiciones.

Respecto de estos resultados, Ponce et al., (2021) estudié que en cultivo por lotes a
una VTO controlada en cultivos por lotes de A. vinelandii hubo un incremento de la
transcripcion de la alginato liasa (alyA1) (5,8 a 12 veces), una mayor transcripcion del gen
alyA1 explica la disminucion del peso molecular. En relacion a alyA2 y alyA3, existe poca
informacion. Flores et al., (2013) hallaron que la transcripcion de alyA2 en A. vinelandii ATCC
9046 fue mayor bajo limitacion de oxigeno (1% TOD vs. 5% TOD) en fases de crecimiento
(4,9 veces) y estacionaria (2,3 veces). Esto sugiere que la limitacion de oxigeno afecta la
transcripciéon de alyA2, correlacionandose la disminucién en fase estacionaria con nuestros
hallazgos. En cuanto a alyA3, ellos observaron que la expresiéon de alyA3 en cultivos con 1%
de TOD fue significativamente mayor (2,0 y 1,6 veces en fase de crecimiento y estacionaria,

respectivamente) en comparacion con 5% de TOD. Esto indica que la actividad de la enzima
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alginato liasa alyA3 se ve estimulada por la limitacion de oxigeno, promoviendo la

despolimerizacién del alginato en estas fases de cultivo.

Cabe destacar, que existen varios reportes acerca del estudio de los niveles de
transcripcion de algL en diferentes modalidades de cultivo. Diaz-Barrera et al., (2011), en
cultivos continuos bajo limitacion de oxigeno, observaron un aumento de ~8 veces en la
expresion de algL al incrementar la qO2 (de 2,2 a 4,8 mmol g h™"). Esto sugiere que una
mayor actividad de algL podria influir en la disminucién del peso molecular del alginato. En
un estudio posterior, Diaz-Barrera et al., (2017) analizaron la expresion de algL en cultivos
continuos bajo diferentes TOD. Reportaron que a 1% TOD, la expresion de algL fue muy baja
mientras que alcanzé sus niveles mas altos con 8% TOD. Aunque la regulacion de algL esta
claramente influenciada por TOD, su expresion no impactd significativamente el PMP del
alginato, ya que este se mantuvo constante. Esto indica la participacion de mecanismos de
regulacion post-transcripcionales o de otras alginato liasas. Finalmente, Flores et al., (2013)
y Diaz-Barrera et al., (2012) concluyeron que el nivel de expresion de algL no es el unico
factor determinante del PMP del alginato. Flores et al., (2013) demostraron que a una mayor
expresion de algL al 1% TOD, se obtenian alginatos de alto PMP (1200 kDa). De manera
similar, Diaz-Barrera et al., (2012) no encontraron correlacion directa entre la expresion de
algL y el peso molecular obtenido en cultivo continuo sin control del oxigeno disuelto,

sugiriendo la implicacién de otras liasas en esta regulacion durante el estado estacionario.

Este estudio es el primero en analizar la transcripcién de las enzimas alginato liasas
alyA1, alyA2, alyA3 y algL bajo diferentes condiciones de velocidad de agitacién. Los
resultados indican que el oxigeno disuelto regula significativamente la expresion de estas
enzimas, favoreciendo su transcripcion en las fases de crecimiento y preestacionaria,
especialmente a velocidades de agitacion mas altas. Esto sugiere una estrecha relacion entre

el oxigeno disuelto y la degradacion del alginato en A. vinelandii.

Ademas, se observd una relacién directa entre las liasas de alginato y PMP del
alginato, donde existe una interaccién compleja que depende tanto de las condiciones de
agitacion como de la expresidn de las enzimas responsables de la despolimerizacién. A
velocidades de agitacion bajas (100 y 300 rpm), el PMP alcanzé valores maximos de 308 +
12 kDa y 442 + 23 kDa, respectivamente, en las primeras fases del cultivo. En estas
condiciones, no se observé una mayor expresién transcripcional de las alginato liasas, lo que
indica que la sintesis de alginato podria estar favorecida. En contraste a estos resultados, a
medida que se incrementd la agitacion a 500 rpm, se observé un aumento en el PMP durante

la fase de crecimiento (8 - 32 h), seguido de una disminucién hacia la fase estacionaria. Este
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patron coincide con la actividad de las enzimas alginato liasas, como alyA1, alyA2, alyA3 'y
algL, que son responsables de la degradacion del alginato en la fase estacionaria, lo que

podria explicar la reduccion del PMP del alginato.

Por otro lado, a altas velocidades de agitacion (700 y 900 rpm), el PMP del alginato
fue mas bajo desde el inicio y disminuyd ain mas en la fase estacionaria. Esto sugiere que
una mayor transferencia de oxigeno regula la expresién de las liasas, promoviendo la
despolimerizacién del alginato. Estos resultados indican que tanto la expresién de las liasas
de alginato como la velocidad de agitacion son factores clave que influyen en el PMP del
alginato. Esto proporciona una via para controlar sus propiedades mediante la modulacién de
la actividad enzimatica y las condiciones de cultivo. Si bien este estudio ha demostrado que
tanto la actividad de la alginasa intracelular como la extracelular estan presentes a lo largo
del cultivo, pero en diferentes fases del crecimiento. Por lo tanto, el peso molecular del
alginato puede ser el resultado del balance entre la accién del complejo de la polimerasa y la

actividad de la alginasa en el cultivo de A. vinelandii.

8.3.6. Genes involucrados en la epimerizacién del alginato

En la Figura 8.16 se muestran los niveles de transcripcion de algE7 evaluadas a diferentes

tiempos de cultivos y velocidades de agitacion.
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Figura 8.16 Perfil de expresion relativa de genes involucrados en la epimerizacion del
alginato (algE?7), a diferentes tiempos de cultivos (24, 48 y 72 h) en cultivos por lotes de A.

vinelandii a diferentes velocidades de agitacion.
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El nivel de los transcritos de algE7 se normalizé de acuerdo con el nivel del ARNm de gyrA
como se describe en la Seccidn Materiales y métodos. Los datos se presentan como cambios
en el pliegue con respecto al valor del calibrador (condicion de 500 rpm). Los valores
corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacién estandar. Las
diferencias entre condiciones fueron evaluadas mediante analisis de varianza unidireccional
(ANOVA). Se consideraron estadisticamente significativas segun el siguiente criterio: * P <

0,05 (significativo), ** P < 0,01 (muy significativo), *** P < 0,001 (altamente significativo).

La Figura 8.16 muestra la expresién relativa del gen algE7 en funcion de las
velocidades de agitacion y los tiempos de cultivo. A las 24 horas, se detecté un aumento en
los niveles de transcripcion de algE7 a 700 y 900 rpm. En la fase pre-estacionaria, se observo
un aumento en los niveles de expresion relativa a bajas velocidades de agitacion, alcanzando
aproximadamente cinco veces mas que el control. No obstante, a altas velocidades de
agitacion la expresion relativa fue entre 9 y14 veces respectivamente, a las 72 h de cultivo a

700 y 900 rpm, la expresion relativa del gen algE7 disminuyd considerablemente.

Por otra parte, Ponce et al., (2021), describié previamente, que en cultivos por lotes
de A. vinelandii, la expresion del gen algE7 fue menor respecto del control. En cambio, en la
fase preestacionaria (48 h) se obtuvo que la expresion relativa de algE7 fue 1,6 veces mayor
respecto del control. Una posibilidad es que los cambios en los niveles de transcripcion de
algE7 estén relacionados con variaciones en el contenido de gulurénicodel alginato. A 100 y
300 rpm, la relacion G/M presenté variaciones minimas, con una ligera disminucion al final
del cultivo, posiblemente influenciada por la actividad liasa. En contraste, a 700 y 900 rpm, la
relacion G/M se mantuvo constante, lo que sugiere una actividad mas estable de algE7 en
estas condiciones por lo que se podria sugerir que la expresion de algE7 podria tener una
actividad de depolimerizacion de alginato. Estos resultados subrayan la influencia de la
expresion de algE7 en la composicion monomérica del alginato, donde las variaciones en la
proporcion G/M reflejan los cambios en la actividad de las enzimas codificadas por este gen,
tal como lo describe Gaardlgs et al., (2022), quienes enfatizan que ambas actividades se
influyen mutuamente al cambiar constantemente las cadenas de alginato, y la formacion del

producto depende en gran medida del sustrato sobre el que actua la enzima
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8.3.7. Genes involucrados en la acetilacion del alginato

La Figura 8.17 muestra la expresion del gen algV que codifica la enzima AlgV evaluada a

diferentes tiempos de cultivo y velocidades de agitacion.
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Figura 8.17 Perfil de expresion relativa de genes involucrados en la acetilacién del alginato
(algV) diferentes tiempos de cultivos (24, 48 y 72 h) en cultivos por lotes de A. vinelandii a

diferentes velocidades de agitacion.

El nivel de los transcritos de algV se normalizé de acuerdo con el nivel del ARNm de gyrA
como se describe en la Seccion Materiales y métodos. Los datos se presentan como cambios
en el pliegue con respecto al valor del calibrador (condicién de 500 rpm). Los valores
corresponden a promedios de tres réplicas independientes + desviacién estandar. Las
diferencias entre condiciones fueron evaluadas mediante anadlisis de varianza unidireccional
(ANOVA). Se consideraron estadisticamente significativas segun el siguiente criterio: * P <

0,05 (significativo), ** P < 0,01 (muy significativo), *** P < 0,001 (altamente significativo).

La Figura 8.17 muestra la expresion relativa del gen algV, a las 24 horas, se detectd
un aumento en los niveles de transcripciéon de algV en todas las velocidades de agitacion. A
100 y 300 rpm, los niveles de transcripcién fueron similares, aproximadamente dos veces
mayores que el control. Sin embargo, al aumentar la velocidad de agitacién, la expresion fue
de cuatro veces mas que el control. En la fase preestacionaria, se observé un aumento en los
niveles de expresion relativa a bajas velocidades de agitacion, alcanzando aproximadamente

tres veces mas que el control. Finalmente, en la fase estacionaria, se hubo un aumento
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significativo a bajas velocidades de agitacion respecto del control. En un estudio realizado en
cultivo continuo a diferentes D, Diaz-Barrera et al., (2017) investigaron la expresion de los
genes algV'y algl, responsables de la O-acetilacion, en estado estacionario. Sus resultados
mostraron que se obtiene un mayor porcentaje de acetilacién independientemente de la D y
ellos sugieren que existe un cambio metabdlico en los flujos del acetil-CoA donde una alta
TOD podria mejorar la acetilacion del alginato. Castillo et al., (2013) investigaron, en cultivo
conitnuo con glucosa limitada, como la TOD y pu afectan la acetilacién del alginato. Al variar
el TOD (1% y 9%) y la n (0,02 - 0,15 h'"), encontraron que a un TOD del 9% se incremento la
acetilacion, alcanzando un valor de 6,88%. Ademas, observaron que a una TOD alta y a un
u bajo, la respiraciéon celular disminuia y la acumulacion de PHB era minima, lo que sugiere

que el acetil-CoA se desviaba hacia la acetilacion del alginato.

Cabe destacar que es el primer estudio que evalua la expresion del gen algV a
diferentes velocidades de agitacion en cultivos por lotes de A. vinelandii ATCC 9046, esta
expresion puede ser correlacionada con el grado de acetilacion del alginato producido. Se
observé que a velocidades de agitacidn bajas, se registré una disminucion tanto en la
expresion de algV como en el grado de acetilacién. En cambio a velocidades de agitaciéon
mas altas los valores mas altos del grado de acetilacion se produjeron en la fase de

crecimiento lo cual se correlaciona con la expresion del gen

Estos resultados sugieren que la velocidad de agitacion influye directamente en la O-
acetilacion del alginato, posiblemente a través de la regulacion de la expresion del gen algV.
Por lo tanto, el control preciso de la velocidad de agitacién emerge como un factor critico para
optimizar la produccién de alginato con propiedades deseadas, destacando la
interdependencia entre las condiciones de cultivo, la expresion génica y la calidad del

producto final.

Posterior al analisis de la expresién de genes involucrados en la biosintesis de
alginato, respiracién, fijacion de nitrégeno y estrés celular, la Figura 8.18 muestra una
representacion esquematica integral de las respuestas de la expresién génica asociadas a la
biosintesis de alginato en cultivos por lotes de A. vinelandii a las 24 horas, bajo diferentes
velocidades de agitacion. Este esquema es crucial para comprender cédmo las condiciones de
cultivo, particularmente la disponibilidad de oxigeno modulada por la velocidad agitacion,

pueden influir en la produccioén y caracteristicas del alginato.
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Figura 8.18 Representacion esquematica de respuestas moleculares moduladas por la
velocidad de agitacion en fase de crecimiento (24 horas) en cultivos por lotes de A.

vinelandii.

La Figura 8.18 muestra que el aumento de la velocidad de agitacion (de 100 a 900
rom) modula la expresidén de diversos genes en distintos compartimentos celulares
(citoplasma, periplasma y espacio extracelular). En este contexto, el andlisis de la expresion
del gen alg44 reviste especial importancia debido a la funcion esencial de su producto
proteico, Alg44, en la polimerizacion del alginato (Flores et al., 2013). Se ha propuesto que
este complejo de polimerizacién interviene directamente en la formacion de la cadena
polimérica del alginato, lo que otorga mayor relevancia a la expresion de alg44 (Moradali &
Rehm, 2020). Ademas, se sabe que su actividad esta regulada por MucR, una proteina que
contiene un dominio de diguanilato ciclasa, fundamental para la sintesis de c-di-GMP, un

factor indispensable en la biosintesis del alginato (Hay et al., 2009; Moradali et al., 2017).

Ahumada-Manuel et al. (2017) determinaron que existe un médulo de control de c-di-
GMP en A. vinelandii, compuesto por la diguanilato ciclasa AvGReg y la fosfodiesterasa
MucG, el cual regula tanto la cantidad como el peso molecular del alginato producido. En este
sentido, se puede postular que el gen alg44, que codifica la enzima Alg44, es clave en la
polimerizacion del alginato y actia como receptor dentro de este mecanismo de regulacion.
Su expresidn, sin embargo, depende de ciertas condiciones: por ejemplo, la figura 9.10
muestra que, a las 24 h de cultivo, la expresion de alg44 fue similar a la del control cuando

habia limitacion de oxigeno en cada velocidad de agitacion. Este hallazgo respalda lo
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planteado por Flores et al., (2015), quienes, basandose en reportes previos, propusieron que
la sintesis de c-di-GMP se ve favorecida a bajas concentraciones de oxigeno, lo cual estimula

la actividad del complejo polimerizador Alg8-Alg44.

Ahumada-Manuel et al., (2020) demostraron que el segundo mensajero c-di-GMP
regula tanto la produccion como el peso molecular del alginato en A. vinelandii. Reportaron
que, a una VTO mas baja, se acumulan mayores niveles de c-di-GMP. Este hallazgo sugiere
firmemente que el mecanismo molecular involucrado en la produccion de alginato y su peso
molecular depende de un moédulo de senalizacion basado en c-di-GMP. Esta afirmacion se
corrobora con los resultados observados a bajas velocidades de agitacion, donde, después
de 48 h de cultivo, los niveles de expresion de los genes alg8 y alg44 se incrementaron en
comparacion con el control. Esto podria ser un indicador de la interaccién de MucG

directamente con Alg44 y su impacto es la activacién de la polimerasa Alg8-Alg44.

Por otra parte, se observa una tendencia al aumento en la expresion de las liasas de
alginato (como alyA1, alyA2, alyA3, algE1-7 y algL) a medida que incrementa la velocidad de
agitacion, lo que podria estar relacionado con una mayor actividad enzimatica orientada a la
modificacion del polimero, mas que a su degradaciéon completa. En este contexto, (Flores
et al., (2013) demostraron que el control de la TOD entre 1 y 5 % influye directamente en la
expresion de los genes que codifican estas enzimas en A. vinelandii. A una TOD de 1 %, se
observéd una mayor expresion de liasas intracelulares, asociada a la produccion de alginatos
de mayor peso molecular; en cambio, a 5 % TOD predominé la actividad de liasas
extracelulares, resultando alginatos de PMP mas bajos. Estos hallazgos se relacionan con lo
observado en las condiciones de agitacion evaluadas, donde el aumento de la velocidad de
agitacion promovié una mayor produccion total de alginato, pero con un peso molecular
menor. Esto sugiere que el oxigeno disuelto, al aumentar con la agitacion, podria inducir la
expresion de liasas que acortan la longitud del polimero, sin afectar negativamente la cantidad

total producida.

Ademas, la presencia de CaCl, en el medio podria influir en esta dinamica, ya que el
ion Ca*? interactlia con los bloques de acido gulurénico (G) del alginato, estabilizando su
estructura mediante enlaces tipo “egg-box”. Esta estabilizacion puede modificar la
accesibilidad del polimero a las liasas, dependiendo de su concentracién y del tipo de enzima
expresada (Xue et al., 2022). Asimismo, el CaCl, puede alterar la viscosidad del medio y la
transferencia de oxigeno, afectando indirectamente la expresion y actividad de las enzimas
alginato liasas. En conjunto, estos factores podrian explicar por qué a mayor velocidad de

agitacién se obtiene mas alginato, pero de menor tamafo molecular.
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Respecto de la expresion de algE7 que codifica una enzima epimerasa AIgE7, se
observa un aumento consistente a las 24 horas en todas las condiciones de agitacion
evaluadas, lo que indica un rol clave de esta epimerasa-liasa en las primeras etapas de
modificacion del alginato. La enzima AlgE7 cataliza tanto la epimerizacion de residuos 3-D-
manuronicos (M) en a-L-guluronicos (G), como la ruptura del polimero mediante una reaccion
de B-eliminacion. Gaardlgs et al., (2022), determinaron que esta dualidad funcional se debe
a un mecanismo compartido, cuya accién depende de la orientacién del sustrato y la
modulacién del entorno catalitico por iones como Ca*? y Na*. Experimentalmente, se observa
que a las 24 h también comienza a aumentar la relacion G/M, especialmente a velocidades
de agitacion, lo que indica una activa incorporacién de residuos G, esenciales para la
gelificacion del alginato. Asi, la expresion de algE7 parece estar estrechamente relacionada

mas que con la velocidad de agitacion con el entorno en el cual la enzima se encuentra.

La compleja regulacién biosintética del alginato en A. vinelandii se evidencia en la
modulacion de genes clave como algU y su interaccion con MucA/MucB. Los resultados
experimentales a las 24 horas de cultivo mostraron diferencias en el peso molecular y la
produccién de alginato segun la velocidad de agitacion. En este contexto, se podria sugerir
que la expresion de algU podria estar mas directamente vinculada a la cantidad total de
alginato producido que a su peso molecular (tamafo de la cadena). Esta interpretacion se ve
reforzada por la observacion de una mayor expresion de algU a altas velocidades de agitacion
entre las 48 y 72 horas de cultivo, un periodo que coincide con una elevada produccion de

alginato en esas condiciones.

Esta correlacion entre la mayor expresion de algU y la cantidad de alginato producido
se podria relacionar con P. aeruginosa. Yin et al., (2013) demostraron que la activacién de
AlgU en P. aeruginosa, ya sea por sobreexpresion o por la modulacién de otros factores sigma
como RpoD, conduce directamente a un aumento en la produccién de alginato. Este
paralelismo sugiere que, a pesar de las diferencias entre especies, AlgU actia como un
regulador clave de la cantidad total de alginato. Sin embargo, la distincién observada en
nuestro estudio, donde algU parece influir mas en la produccion que en el peso molecular del
polimero, deja abierta a interrogantes sobre la complejidad de su regulacién en A. vinelandii.
Esto abre una via futura para investigar mas a fondo la expresion algU y su regulacion
postraduccional, asi como su interaccién con otras proteinas de la via de biosintesis del
alginato, bajo diversas condiciones de cultivo, para aclarar como estas interacciones modulan

tanto la cantidad como la calidad del alginato producido por A. vinelandii.
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9. CONCLUSION

El presente trabajo permiti6 comprender de manera profunda cémo las condiciones
hidrodinamicas, moduladas por la velocidad de agitacién, afectan de forma directa e indirecta
el comportamiento fisiolégico y molecular de A. vinelandii, en relacién con su respiracion
celular, produccién y calidad del alginato, asi como la expresion génica relacionada con su
biosintesis y adaptacion al entorno.

Se establecid una correlacion entre la VCO con la velocidad de agitacion. Se observé

que la VCO aumento de forma progresiva entre 50 y 200 rpm, alcanzando una meseta entre
200 y 500 rpm (~1,2 - 1,3 mmol L™ h™"). Sin embargo, por encima de 600 rpm, la VCO
disminuye, indicado un posible efecto hidrodinamico. Ademas, se establecié que la qO, es
un parametro fisioldgico sensible al entorno hidrodinamico en cultivos de A. vinelandii, y que
se encuentra estrechamente vinculada con la produccion y calidad del alginato. Estos datos
permitieron establecer un rango 6ptimo de agitacion, entre 200 y 500 rpm, donde las células
mantienen una respiracion eficiente sin signos de dafo fisioldgico evidente, confirmando que
la qO, puede ser utilizada como un indicador del estado hidrodinamico del cultivo.
Para explorar con mayor profundidad el efecto de la velocidad de agitacion, se amplié el rango
hasta 900 rpm. Se determiné que, entre 100 y 500 rpm, la qO2> y el PMP el alginato
aumentaron, alcanzando maximos de 69 mmolg™ h™ y 660 kDa. A mayores velocidades,
ambos disminuyeron, lo que indica que la agitacion influye directamente en la calidad del
alginato. Este efecto podria deberse al estrés hidrodinamico, y se plantea que la velocidad de
agitacion podria regular genes clave en la biosintesis del polimero. Este hallazgo resalta que,
mas alld de la cantidad, la calidad del alginato se ve severamente afectada por la
hidrodinamica del sistema. Ademas, se determind que el poder viscosificante del alginato
disminuye a medida que la VTOmsx aumenta por encima de 15 mmol L™ h™, probablemente
debido a una mayor fragmentacién del polimero por efecto mecanico. Este hallazgo resalta
que, mas alla de la cantidad, la calidad del alginato se ve severamente afectada por la
hidrodinamica del sistema. Finalmente se determind que la morfologia celular de A. vinelandii
varia drasticamente segun la velocidad de agitacién la cual se encuentra asociada a la
hidrodinamica del sistema, y contribuye también a modular la calidad del biopolimero.

Finalmente, a nivel transcripcional, se observé una mayor expresién del gen regulador
global algU a 700 - 900 rpm (5 - 8 veces), correlacionando con la alta produccion de alginato
bajo estas condiciones. Del mismo modo, rpoS se sobreexpresé progresivamente en fases
avanzadas del cultivo, reflejando una respuesta al estrés celular inducido por el entorno

hidrodinamico.
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Se demuestra que la respiracion celular es un eje central en la fisiologia de A.
vinelandii y que la qO2, ademas de reflejar el estado metabdlico, actua como un indicador
efectivo del impacto del cizallamiento sobre la calidad del biopolimero. El control preciso de
la velocidad de agitacion permite definir condiciones éptimas (especialmente alrededor de
500 rpm) para maximizar tanto la produccion como la calidad estructural del alginato, lo cual
tiene implicaciones directas en el disefio de bioprocesos robustos y escalables. Este enfoque
integral, que combina fisiologia, morfologia, propiedades fisicoquimicas y expresién génica,
constituye una herramienta poderosa para la optimizacién racional de procesos industriales

de biosintesis de alginato con propiedades funcionales especificas
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10. RECOMENDACIONES Y PROYECCIONES

Este estudio abre diversas lineas de investigacion que podrian complementar los resultados

obtenidos sobre la produccion de alginato por A. vinelandii ATCC 9046. A continuacion, se

proponen algunas recomendaciones y proyecciones:

a)

Desarrollo de un modelo metabdlico matematico: Actualmente se esta iniciando la
construcciéon de un modelo matematico del metabolismo central de A. vinelandii,
enfocado en la respiracién el cual no ha sido reportado hasta la fecha. Esta
herramienta permitira integrar datos experimentales y de expresion de genes para
predecir la distribucion de flujos metabdlicos, optimizar condiciones de cultivo y
eventualmente guiar estrategias de ingenieria metabdlica para aumentar la
produccién y calidad del alginato.

Analisis transcriptomico (RNA-Seq): Para entender en mayor profundidad los genes
involucrados en la respuesta celular a distintos niveles de agitacion, ya se esta
llevando a cabo un analisis de expresion génica mediante RNA-Seq. Este enfoque
permitira identificar rutas metabdlicas clave activadas bajo diferentes condiciones de
respiracion y efecto hidrodinamico.

Estudios postraduccionales de proteinas: Complementando la expresion génica, se
propone realizar estudios postraduccionales para caracterizar modificaciones
enzimaticas que puedan estar regulando la produccion del alginato, en especial
aquellas relacionadas con la actividad de las alginato liasas y oxidasas respiratorias.
Caracterizacion mecanica del hidrogel: Derivado de este estudio, se adjudicé un
proyecto VIU financiado por ANID enfocado en el desarrollo de un prototipo de
hidrogel a base de alginato bacteriano. Se recomienda complementar Ila
caracterizacion fisicoquimica del biopolimero con ensayos de propiedades mecanicas
(elasticidad, resistencia, porosidad), clave para validar su aplicabilidad como material
para uso dental.

Utilizacion de la gO2 como parametro para escalar: Dado que la qO2 mostré ser un
indicador importante en la hidrodinamica y en la produccion de alginato, se
recomienda evaluar su uso como parametro de referencia para el escalamiento de

biorreactores.
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ANEXOS

Anexo 1: Curva de calibrado para la determinacién de biomasa

A continuacion, se presenta la Figura A.1 y Ecuacién A.1, correspondiente a la curva de

calibracién utilizada para estimar la biomasa de A. vinelandii ATCC 9046 a partir de la medida

de absorbancia a 600 nm (ODggo):

Biomasa (gL™1) =

Absorbancia— 0,0025

R? = 0,9945

Ecuacion A.1

0.9
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Figura A. 1: Curva de calibrado de la concentracién de biomasa
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Anexo 2: Curva de calibrado para la determinacién de sacarosa

A continuacion, se presenta la Figura A.2 y Ecuacién A.2, correspondiente a la curva de
calibracion utilizada para estimar la sacarosa a partir de la medida de absorbancia a 600 nm
(OD(,O()):

1 ) __ Absorbancia— 0,0141

E ion A.2
0.196 cuacio
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Figura A. 2: Curva de calibrado de la concentracién de sacarosa.
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Anexo 3: Curva de calibrado para la determinacién del peso molecular del

alginato.

A continuacion, se presenta la Figura A.3 y Ecuacién A.3, correspondiente a la curva de

calibracion utilizada para estimar el peso molecular de alginato por GPC mediante HPLC.

Logaritmo de PMP (kDa) = —0,0185x% + 0,02346 x + 4,7103 Ecuaciéon A.3

R? = 0,9988
7
6 N
.'.

5 F ®.
—~ e
£ .
3 3 .

2 N
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O 1 1

0 10 20 30
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Figura A. 3: Curva de calibrado para la determinacién de peso molecular.

En la figura A.3.1 se presenta un ejemplo de cromatogramas obtenido para este analisis:

24000 3 BPZ299 - CHZ

20000

10000 1

Intensity [pV]

Lo 1

' it i
o

0,0 5.0 15,0 20,0 23,0

10,0
Retention Time |min]

Figura A. 3.1 Cromatograma obtenido para la determinacién del peso molecular del alginato

en sobrenadante obtenido en fase de crecimiento en un cultivo por lotes.
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Anexo 4: Curva de calibrado para la concentracion de acido croténico

A continuacién, se presenta la Figura A.4 y Ecuacién A.4, correspondiente a la curva de

calibracion utilizada para estimar el acido croténico mediante HPLC.

1 ) — Area (UVssec)— 386111

254706 Ecuacion A.4

Acido croténico (mgL~

5.E+07

4 E+07 } y=254706x+ 386111
R?=0.9982
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Figura A. 4: Curva de calibrado de la concentracién de acido croténico

En la figura A.4.1. se presenta un ejemplo de cromatogramas obtenido para este analisis:

900000 [3— BP100-CHI

800000
600000

400000

Intensity [V]

200000

00 50 10,0 150 20,0 5,0 00 A0
Retention Time [min]

Figura A.4.1. Cromatograma obtenido para la determinacion del grado acumulacién del

PHB en la biomasa en fase de crecimiento en un cultivo por lotes.
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Anexo 5: Curva de calibrado para la determinacion del grado de

acetilacion

Como estandar se utilizaron soluciones de acido acético de concentraciones entre 40 y 350
mg/L, las cuales se inyectaron en la columna de HPLC como se detallé en la metodologia.
Se obtuvieron las areas de los peaks de acetato, con las cuales se construyé la curva de

calibrado de la Figura A.5.
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Figura A.5. Curva de calibrado de la concentracion de acido acético.
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Anexo 6: Determinacién de la correlacion empirica de k;a

Se determinaron los valores de k;,a de forma experimental a las diferentes condiciones,

obteniendo los coeficientes a, B y y de la correlacién empirica.

En la tabla A.6.4. se muestran los valores obtenidos de a cuando la velocidad de agitacién

(N) y la viscosidad aparente (ua) son constantes.

Tabla A.6.4. Valores de a obtenidos de las regresiones a N y U, constantes.

N (rps) Ma-10% (Pa-s) Vs:10° (m/s) a R?
1,67 1,10 0,94/1,88/2,83 0,34 £ 0,06 0,9685
3,33 1,10 0,94/1,88/2,83 0,47 £ 0,05 0,9871
5,00 1,10 0,94/1,88/2,83 0,56 + 0,02 0,9989
6,67 1,10 0,94/1,88/2,83 0,45 £ 0,02 0,9983
8,33 1,10 0,94/1,88/2,83 0,57 £ 0,03 0,9979
10,00 1,10 0,94/1,88/2,83 0,44 + 0,04 0,9921
11,67 1,10 0,94/1,88/2,83 0,43 £0,03 0,9948
13,33 1,10 0,94/1,88/2,83 0,43 £ 0,02 0,9980
15,00 1,10 0,94/1,88/2,83 0,44 + 0,05 0,9846
16,67 1,10 0,94/1,88/2,83 0,46 £ 0,05 0,9886
5,00 4.40 0.94/188/283 044013 0.8339
8.33 4,40 0,04/1,88/2,83 0,38+ 0,04 0,9740
15,00 4,40 0,94/1,88/2,83 0,18+0,08 06777
5,00 4,80 0,94/1,88/2,83 0,45 + 0,07 0,9436
8,33 4,80 0,94/1,88/2,83 0,42 + 0,04 0,9817
15,00 4,80 0,94/1,88/2,83 0,20+ 0,10 0,6055
5,00 5,20 0,94/1,88/2,83 0,57 £ 0,12 0,9119
8,33 5,20 0,94/1,88/2,83 0,42 + 0,05 0,9742
15,00 5,20 0,94/1,88/2,83 0,21 £ 0,05 0,8900
500 6.00 094/188/2.83 049007 0.9557
8,33 6,00 0,94/1,88/2,83 0,43+ 0,06 0,9638
15,00 6,00 0,94/1,88/2,83  0,21+0,08 07638
5,00 8,00 0,94/1,88/2,83 0,63 £ 0,07 0,9739
8,33 8,00 0,94/1,88/2,83 0,41 £ 0,06 0,9542
15,00 8,00 0,94/1,88/2,83 0,35+ 0,06 0,9422

En la Tabla A.6.5. se muestran los valores obtenidos de B cuando la velocidad superficial (Vs)

y la viscosidad aparente (ua) son constantes.



Tabla A.6.5. Valores de B obtenidos de las regresiones a Vs y Ja constantes.

Vs-10% (m/s)  pa-103(Pa‘s) N (rps) B R?
0,94 1,10 5,00/9,33/15 1,21 +£0,05 0,9887
1,88 1,10 5,00/9,33/15 1,19+0,02 0,9977
2,83 1,10 5,00/9,33/15 1,23+£0,02 0,9973
0,94 4,40 500/933/15  1,07+0,08 0,9887
1,88 4,40 500/9,33/15  0,73+0,13  0,9400
2,83 4,40 5,00/9,33/15 0,83+£0,14 0,9425
0,94 4,80 5,00/9,33/15 1,05+0,05 0,9952
1,88 4,80 5,00/9,33/15 0,750,175 0,9190
2,83 4,80 5,00/9,33/15 0,82+0,14 0,9452
0,94 5,20 5,00/9,33/15 1,17+ 0,11 0,9822
1,88 5,20 5,00/9,33/15 0,81+0,13 0,9513
2,83 5,20 5,00/9,33/15 0,85+0,13 0,9552
0,94 6,00 5,00/9,33/15 1,11+0,05 0,9955
1,88 6,00 5,00/9,33/15 0,81+0,15 0,9320
2,83 6,00 5,00/9,33/15 0,84 £0,12 0,9590
0,94 8,00 5,00/9,33/15,00 1,10+£0,20 0,9348
1,88 8,00 5,00/9,33/15,00 0,82+0,19 0,9002
2,83 8,00 5,00/9,33/15,00 0,84+0,09 0,9753

En la Tabla A.6.6. se muestran los valores obtenidos de y cuando la velocidad de agitacion

(N) y la velocidad superficial (Vs) son constantes.

Tabla A.6.6. Valores de y obtenidos de las regresiones a N y Vs constantes.

N (rps) Vs:103 (m/s) Ma-103 (Pa-s) Y R?
5,00 0,94 1,10/4,40/4,80/5,20/6,00/8,00 -0,45+0,06 0,9240
8,33 1,88 1,10/4,40/4,80/5,20/6,00/8,00 -0,43+0,03 0,9849
15,00 2,83 1,10/4,40/4,80/5,20/6,00/8,00 -0,62+0,02 0,9975
5,00 0,94 1,10/4,40/4,80/5,20/6,00/8,00 -0,42+0,04 0,9653
8,33 1,88 1,10/4,40/4,80/5,20/6,00/8,00 -0,47 +0,01 0,9964
15,00 2,83 1,10/4,40/4,80/5,20/6,00/8,00 -0,69+0,03 0,9903
5,00 0,94 1,10/4,40/4,80/5,20/6,00/8,00 -0,45+0,02 0,9948
8,33 1,88 1,10/4,40/4,80/5,20/6,00/8,00 -0,52+ 0,01 0,9977
15,00 2,83 1,10/4,40/4,80/5,20/6,00/8,00 -0,43 0,01 0,9968
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