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Disefio de estrategias de cultivo de Chromohalobacter salexigens
para la optimizacion de la bioproduccion de ectoinas
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C. salexigens se cultivé en medios con diferente contenido en glucosa y amonio con
el fin de determinar cémo responde a los cambios en los aportes externos de fuentes de
carbono y nitr6geno. Se empez6 analizando los efectos de una alimentacién no
balanceada de carbono y nitrégeno sobre el crecimiento y la produccién de ectoinas en C.
salexigens en cultivos en matraces agitados.

Efecto de la concentracion de amonio en el crecimiento y la produccién de ectoinas

Los cultivos discontinuos se crecieron en una concentraciéon de amonio entre 5 y
200 mM, con una concentracion fija de glucosa (20 mM). La concentracion de amonio
afecté tanto al rendimiento en biomasa como a la velocidad de crecimiento de C.
salexigens. A bajas concentraciones, ambos pardmetros incrementaron en proporcion al
aporte de amonio. Los bajos rendimientos en biomasa se deben a una sintesis de
ectoinas y componentes celulares limitada por la escasez del nitrdgeno. Ademas, el efecto
sobre la velocidad de crecimiento sugiere que la actividad de los sistemas de captacion de
amonio se vea afectada por la concentraciéon del mismo en el medio. Se observd un
descenso ligero en la velocidad de crecimiento con el aumento de la concentracion de
amonio (Figura 1A).
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La tasa de mortalidad celular en la fase estacionaria aument6 de forma llamativa a
altas concentraciones de amonio, lo que indica que un exceso de esta fuente de nitrégeno
podria tener efectos téxicos en las células, que serian ain mas importantes tras el
agotamiento de la fuente de carbono (Figura 1A). El contenido en ectoinas de las células
fue menor a concentraciones mayores de amonio, mientras que su titulo volumétrico
alcanzdé un maximo a 30 mM (Figura 1B).

Efectos de la limitacion y exceso de nitrogeno sobre el metabolismo de C.
salexigens: overflow de carbono y flujos metabélicos relativos

La baja eficiencia del crecimiento de C. salexigens en presencia de un aporte de
glucosa y amonio desequilibrado podria estar relacionada con: i) cambios metabdlicos que
producen un overflow de productos secundarios (como piruvato y acetato) (Pastor et al.,
2013) y ii) una produccion de ectoinas menor debida a una disponibilidad reducida de
amonio para sintesis de biomasa. El crecimiento ineficiente de C. salexigens presenta una
correlacion con la acumulacion en el medio de cultivo de gluconato, piruvato, y en menor
medida acetato.

Tabla 1 [Glucosa] [Amonio] gGluconato gPiruvato gAcetato
(mM) (mM) (mmol-ges™h™)  (mmol-ges™h™)  (mmol-ges™-h™)

20 5 40,74 +5,08  43,33+9,83 N.D.

, 20 15 1,61+ 0,01 15,77 + 1,42 2,13+0,21

Amonio

bl 20 30 2,44 + 0,36 6,51+ 0,18 N.D.
variable 20 80 566+235  238%0,23 N.D.
20 150 3,66+ 1,44 1,39+ 0,71 N.D.
20 200 8,26 + 1,62 1,60 + 0,18 N.D.

Los perfiles metabdlicos observados se vieron muy afectados por la naturaleza del
nutriente limitante. La acumulacién de piruvato y gluconato observada resultd
especialmente alta en cultivos limitados por nitrégeno, y continué después de que el
crecimiento ya se hubiera detenido. El overflow metabdlico observado en cultivos limitados
por carbono fue mucho menor (Tabla 1). El piruvato y el acetato son metabolitos de
overflow, y por tanto pueden servir como indicadores de un metabolismo ineficiente. A una
concentracion de glucosa inicial dada, la velocidad de excrecién de piruvato aumento de
forma proporcional a la ratio C/N en el medio de cultivo. Por tanto, en C. salexigens el
overflow depende de forma acusada de la disponibilidad de amonio en el medio de cultivo.
El gluconato no puede considerarse metabolito del overflow. Se cree que la oxidacion
rapida de la glucosa a gluconato se debe a una adaptacion de algunos microorganismos
gue ofrece ventaja al competir por las fuentes de carbono, dado que algunos
microorganismos no son capaces de usar el gluconato como fuente de carbono. Ademas,
el gluconato se consumié mas adelante, en la segunda mitad de la fase exponencial de
crecimiento (Pastor et al., 2013). Es posible determinar ciertos flujos metabdlicos relativos
en nodos importantes del metabolismo rastreando la incorporacién de **C procedente de
fuentes de carbono marcadas en posiciones especificas de las moléculas de ectoinas
(Pastor et al.,, 2013). Aprovechando este hecho, se cultivd a C. salexigens en [2-13C]-
glucosa en diferentes proporciones amonio/glucosa: 0,5, 1,5, 2,5 y 3. Se observé un pefrfil
alterado de solutos compatibles: en una ratio amonio/glucosa alta (es decir, en cultivos
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limitados por glucosa), C. salexigens acumulé glutamato hasta un nivel comparable al de
las ectoinas (Figura 2).

A Figura 2. Espectros de 13C-RMN mostrando sefiales de

Glu, C5 Ect, COO glutamato (Glu) y ectoina (Ect) de extractos de C. salexigens
crecida en distintas ratios C/N en el medio (1,5 espectros
superiores y 2,5 espectros inferiores). (A) Detalle de la zona
de carbonos carboxilicos. (B) Detalle de la zona de grupos
metileno y metilo.

Se hizo una estimaciéon de ciertos ratios de flujos
relevantes a partir de los patrones de marcaje
B cuc cct, CO observados, como se ha descrito previamente (Pastor
etal.,, 2013). Concretamente, se estimaron los ratios
entre piruvato carboxilasa y piruvato deshidrogenasa
(Pc/Pdh), piruvato carboxilasa y citrato sintasa (Pc/Cs)
y citrato sintasa y ectoina sintasa (Cs/EctA), pero sélo
se detectaron pequefias variaciones entre los cultivos

- - - - - - -

: . : - = con ratio amonio/glucosa entre 0,5 y 3 (Figura 3).
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Conexion entre el metabolismo overflow y la fuente de carbono. Comparacion de
glucosay fructosa.

Se analizo6 la fisiologia de C. salexigens en medio minimo con fructosa en funcion
de la salinidad y se compard su comportamiento con glucosa como fuente de carbono. C.
salexigens se cultivd en medio minimo M63 suplementado con fructosa o glucosa como
Unica fuente de carbono a tres concentraciones de sal (NaCl 0,75, 1,5y 2,5 M). Tal como
se habia descrito previamente, el rendimiento maximo en biomasa aumenté con la
salinidad en glucosa como fuente de carbono, mientras que la velocidad de crecimiento
disminuy6é un 60% desde 0,75 M (salinidad optima para el crecimiento) hasta 2,5 M
(salinidad 6ptima para la sintesis de biomasa). La velocidad de crecimiento en fructosa
resultd un 30-40% menor en cualquiera de las salinidades probadas (Figura 4A), mientras
que el rendimiento maximo en biomasa fue mayor que en los cultivos con glucosa,
excepto en NaCl 2,5 M (Figura 4B). El andlisis de los sobrenadantes de los cultivos en
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fructosa revelé la ausencia de gluconato, piruvato y acetato, al menos en niveles
detectables. La ausencia de metabolismo overflow concuerda con el rendimiento mayor en
biomasa en los cultivos de fructosa. Ademés, a 2,5 M de NaCl, donde los cultivos en
glucosa mostraron un metabolismo overflow mucho menor que a baja salinidad, no se
observo una diferencia significativa en el rendimiento en biomasa entre las dos fuentes de
carbono.
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Figura 4. Cédigo de color segun fuente de carbono: barras negras, glucosa; barras
grises, fructosa.

Cultivo en fed-batch de C. salexigens

La informacién obtenida en los estudios anteriores se empleé en el desarrollo de
una estrategia de alimentacién que permitiera un cultivo de alta densidad de C.
salexigens. Como se ha descrito en las secciones previas, los cultivos alimentados con
bajos niveles de glucosa y de amonio mostraron los mayores contenidos de ectoina por
unidad de biomasa. Esto indica que C. salexigens no estd bien adaptada a
concentraciones altas de nutrientes, lo que se puede explicar por su adaptacion a crecer
en ambientes pobres en nutrientes (Zahran, 1997; Oren, 2002). Este fenémeno es comudn
en otros muchos microorganismos, y normalmente aparece acoplado a un metabolismo
overflow alto durante el crecimiento en medios ricos en nutrientes. Ademas, un flujo bajo
de nutrientes limita la cantidad de células producidas, lo que afecta a la productividad de
los procesos. Este efecto resultd particularmente evidente cuando los niveles de nitrégeno
eran bajos, lo que afectd a la velocidad de crecimiento. Por ultimo, la acumulacion de
gluconato y el overflow de piruvato podrian evitarse. Para poder conseguir un nivel alto de
produccion de ectoinas, debe alcanzarse un rendimiento especifico de ectoinas y de
biomasa altos. Por todo esto, se decidido crecer C. salexigens en cultivos fed-batch
limitados por glucosa, buscando optimizar las condiciones para mantener un cultivo de
alta densidad. Se disefiaron los perfiles de alimentacién fed-batch usando glucosa como
nutriente limitante. Tras una fase inicial de cultivo discontinuo, los cultivos se alimentaron
con una disolucién concentrada de nutrientes, fijando la velocidad de crecimiento
mediante el control de la velocidad de alimentacién del nutriente limitante. La velocidad de
alimentacion de glucosa siguio un perfil exponencial para mantener el crecimiento celular
(Nielsen, 2006). Durante todo el experimento se monitorearon el crecimiento, la
produccion de ectoinas y metabolitos y el consumo de nutrientes. Cuando la velocidad de
crecimiento se ajusté a un nivel relativamente alto (0,1 h™), se acumularon glucosa y
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amonio y el crecimiento se detuvo en una densidad celular baja (12,6 g/L) como
consecuencia de la inhibicién por el amonio (Tabla 2). En una velocidad de crecimiento
menor (0,05 h™) se alcanzé una densidad mucho mayor (28,1 g/L). En este caso, el
nutriente limitante fue la glucosa, que se agoté completamente en el medio de cultivo. Sin
embargo, la alimentacién de amonio no estaba equilibrada y continué acumulandose en el
reactor, llevando al final a una inhibicidn del crecimiento.

Fed-batch  Fed-batch

Tabla 2 Discontinuo A B Fed-batch C
p(h? 0.18 0,1 0,05 0,05
[Glucosa] inicial (mM) 20 20 20 20
[Amonio] inicial (mM) 30 30 30 15
Biomasa maxima (g/L) 2,12 12,6 28,1 42,36
Produccién de ectoina (g/L) 0,16 0,27 1,62 1,96
Produccién de hidroxiectoina (g/L) 0,18 0,18 1,51 2,25
gecr;;’li_g"gif:f:.le)” biomasa 0,6 0,25 05 0,75
Tiempo (h) 60 72 168 90
pO2 (%03) 30 30 30 30

Para minimizar este efecto, se disefi6 un esquema de alimentacion con dos
disoluciones de alimentacidn distintas. La segunda fase de alimentacion se inicié con una
disolucién de nutrientes menos concentrada en amonio. De esta forma se llegé a una
densidad de 42,4 g/L. El titulo de ectoinas fue de 4,2 g/L. Este Gltimo esquema de
alimentacion, con una disolucién con contenido bajo en nitrdgeno y glucosa como
nutriente limitante, permitié no sélo controlar la velocidad de crecimiento, sino también
limitar el metabolismo overflow. Se observé acumulacién de gluconato y piruvato durante
las fases iniciales de los cultivos, alcanzandose concentraciones de hasta 7 mM de
gluconato y 15 mM de piruvato. La cantidad de lactato y acetato observada fue mucho
menor. Desde las 50 h de cultivo en adelante, no se detectd ninguno de estos metabolitos
en los sobrenadantes de los cultivos, demostrando la limitacion por carbono del
crecimiento, de manera que las células recuperaban los productos excretados con el fin
de maximizar el rendimiento metabdlico. Por tanto, estos resultados demuestran que el
overflow que se observa en C. salexigens en los cultivos discontinuos se puede minimizar
en cultivos fed-batch limitados por la fuente de carbono, lo que indica que la eficiencia
metabolica de esta especie es mucho mayor en entornos pobres en nutrientes.
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