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Alvaro R. Lara R. (2007). Gradientes espaciales en biorreactores: Efectos fisioldgicos en Escherichia coli

recombinante y estrategias moleculares y de proceso para contender con heterogeneidades ambientales.

Resumen.
Empleando el enfoque del escalamiento descendente, se estudiaron en esta tesis los efectos de fluctuaciones de dos
parametros fundamentales en cultivos de Escherichia coli (E. coli): el oxigeno disuelto y la concentracion de
sustrato. Dichos parametros tienen efectos profundos en el comportamiento de E. coli, debido a la naturaleza
anaerobia facultativa de esta bacteria, y al fenémeno de sobreflujo metabdlico que presenta bajo ciertas condiciones
de crecimiento. Se simularon gradientes de oxigeno disuelto, empleando dos biorreactores de tanque agitado
interconectados. En dicho simulador, células de E. coli produciendo proteina verde fluorescente (GFP) fueron
expuestas continuamente a condiciones anaerobias intermitentes, simulando un tiempo de circulacién promedio de
50 s. Bajo condiciones oscilantes de TOD, las células produjeron todos los metabolitos de fermentacidn acido-mixta,
ademas de que la velocidad de crecimiento, productividad y concentracién de GFP producida, cayeron en 27, 48 y
19 %, comparados con cultivos aerobios. Se observé un importante reajuste transcripcional de genes de
fermentacién y ciclo de los acidos tricarboxilicos, ademas de expresién diferencial de citocromos. La disminucion
en produccién de GFP podria deberse a limitaciones post-traduccionales, ya que el nivel de expresion del gene gfp
no varié significativamente en las distintas condiciones de cultivo. Se construyeron cepas parcialmente bloqueadas
en el metabolismo de fermentacidn, y fueron sometidas a gradientes de TOD. En particular, una cepa mutante en los
genes poxB’, IdhA™ y pflB", mostrd una virtual insensibilidad a gradientes de TOD, y su productividad de GFP y
velocidad de crecimiento fueron el doble que las de su cepa progenitora bajo las mismas condiciones. En cuanto a
fluctuaciones de glucosa, se sometieron células de E. coli a un gradiente subito de glucosa combinado con
condiciones aerobias 0 anaerobias, a través de un PFR, durante una ventana de tiempo de 100.3 s, simulando el
transito de las células por regiones cercanas y alejadas del punto de alimentacion en un cultivo alimentado industrial.
Se observd la acumulacién de acetato y formato en respuesta a una perturbacion en la concentracion de glucosa en
condiciones aerobias, y la acumulacién de todos los productos de fermentacion cuando dicha perturbacién se
combino con anaerobiosis en el PFR, en un tiempo tan corto como 4.6 s post-perturbacion. Se evit6 la presencia de
gradientes de glucosa mediante el cultivo por lote de E. coli con concentraciones iniciales de glucosa de hasta 100
g/L. Para lograr tal resultado, se us6 una cepa modificada en el sistema de transporte de sustrato, permitiendo
alcanzar altas densidades celulares (52 g/L) y produccion de GFP (8.2 g/L), manteniendo una baja acumulacion de
acetato (2 g/L). Una comparacion de esta alternativa de cultivo con cultivos alimentados de la cepa progenitora,
mostré que la estrategia propuesta puede ser una buena opcion a los cultivos alimentados tradicionales. En conjunto,
esta tesis presenta estudios de escalamiento descendente, generando datos a nivel transcripcional, cinético y
estequiométrico, de la respuesta de  E. coli a gradientes ambientales. El aporte tecnoldgico que resulta de estos
estudios, es el disefio y aplicacién de cepas modificadas para contender con gradientes ambientales y para establecer
nuevas estrategias de cultivo que permitan evitar los gradientes de glucosa. Esto representa a una alternativa valiosa

y novedosa a los problemas clasicos de bioproceso.



Estructura de la Tesis.

La presentacion de este trabajo estd organizada de la siguiente manera: el capitulo 1 presenta las
generalidades del tema de manera resumida, los problemas actuales del escalamiento ascendente y
los conceptos basicos del escalamiento descendente como una herramienta para investigar el efecto
de oscilaciones ambientales sobre la fisiologia de las células. El capitulo 2 detalla las metodologias

analiticas y los arreglos experimentales empleados en el desarrollo del proyecto.

El capitulo 3 presenta en cuatro secciones los estudios que se realizaron, como se ilustra en la fig. 1.
La seccion 3.1 reporta los estudios del efecto de pulsos de glucosa, en condiciones aerobias o
anaerobias, sobre la respuesta dinamica del metabolismo de fermentacion de E. coli. La seccion 3.2
muestra los efectos macroscopicos (cinéticos y estequiométricos) y moleculares (transcripcionales)
en cultivos de E. coli ante gradientes de tension de oxigeno disuelto (TOD). Estas dos secciones
corresponden a los estudios de la fisiologia de E. coli ante ambientes fluctuantes. Las siguientes dos
secciones tratan sobre el disefio y empleo de cepas mutantes para contender mejor con gradientes de
TOD, y para soportar altas concentraciones de sustrato manteniendo un buen desempefio y bajo

sobreflujo metabdlico, proponiendo soluciones moleculares a los problemas de la gran escala.

Gradientes espaciales en biorreactores: Efectos y soluciones (Capitulo 3)

Pulsos de glucosa Oscilaciones de TOD
(Medio de cultivo A, seccion 3.1.1) (Medio de cultivo B, seccion 3.1.2)
Cultivo de cepas modificadas en el sistema de Disefio de mutantes con un mejor desempeiio
transporte de sustrato, a altas concentraciones ante gradientes de TOD
de glucosa (Medio de cultivo C, seccion 3.2.2) (Medio de cultivo B, seccion 3.2.1)

Figura 1. Estructura del desarrollo experimental de la presente tesis.

Cada seccion es discutida a detalle y se extraen conclusiones por separado. En el capitulo 4, se
presentan las conclusiones generales sobre el trabajo. Finalmente, en el capitulo 5 se discuten algunas

perspectivas sobre el area de investigacion en general y sobre los resultados obtenidos en particular.



1. Introduccion.

1.1 Antecedentes.

El acelerado desarrollo de la biotecnologia en las pasadas décadas, ha llevado a la generacion de
numerosos productos comerciales de uso farmacéutico, industrial, ambiental o energético.
Posiblemente, uno de los mayores impactos que la biotecnologia moderna ha tenido en los ultimos
aflos, es la produccion de moléculas de uso terapéutico, como lo son las proteinas recombinantes y
vectores para la transferencia de ADN como agente para terapia génica y vacunacion. La Ingenieria
Bioquimica tiene un papel basico en el desarrollo de procesos que permitan llevar los nuevos
productos a escala comercial, o en el mejoramiento de los procesos de produccion existentes. La
continua expansion del dmbito de accion de la Ingenieria Bioquimica, la ha llevado al estudio
fundamental de los mecanismos biologicos que rigen los procesos biotecnologicos y a la
modificacion de las capacidades celulares que permitan mayores niveles de produccion de la
molécula deseada, que en muchas ocasiones, no es producida de manera natural en la célula
cultivada. Uno de los puntos mas importantes, y posiblemente menos comprendidos hasta ahora, es la

respuesta celular a las fluctuaciones ambientales que cualquier bioproceso necesariamente presentara.

En el corazén de casi cualquier proceso biotecnoldgico, se encuentra el sistema en el que las células
(o parte de éstas), funcionaran como biocatalizadores para la produccion de la molécula de interés: el
biorreactor. Una vez que se ha decidido que cierta molécula o cepa tiene oportunidades aplicativas, el
paso logico es llevar el proceso, de la tipica escala de investigacion en matraces a condiciones de
cultivo de mayor escala, pudiendo llegar a ser hasta de varios millones de litros de volumen.
Frecuentemente, los cultivos por lote en matraces son redisefiados para alcanzar altas
concentraciones celulares, con la finalidad de incrementar la productividad volumétrica. Esto puede

lograrse mediante los cultivos alimentados, de uso preponderante en la industria bioldgica.

Este problema basico de ingenieria, conocido como escalamiento ascendente, sigue siendo un punto
central. A pesar de ello, muchas de las técnicas para escalar un cultivo permanecen siendo mas un
arte que una ciencia. Basicamente, durante el proceso de escalamiento se esperaria que un buen
disefio permitiera reproducir el comportamiento del cultivo de pequefia escala, en la gran escala. Sin

embargo, en la mayoria de los casos, ésto no ocurre (por ejemplo, ver. Bylund et al., 2000 y



Palomares y Ramirez, 2000a). Una de las fallas principales durante el proceso de escalamiento
ascendente, es garantizar condiciones ambientales homogéneas en el biorreactor. En las siguientes
secciones se mostraran algunas consideraciones formales que permiten estimar la presencia de

condiciones heterogéneas en la gran escala y las repercusiones que €stas tienen en los procesos.

1.1.1 Deficiencias de los criterios tradicionales de escalamiento ascendente.

Durante el disefio y escalamiento ascendente de biorreactores, existen tres fenomenos de gran
importancia: los procesos termodindmicos, microcinéticos y de transporte. Estos tres fendmenos
gobiernan esencialmente el comportamiento del biorreactor (Mijnbeek et al., 1992). Los dos primeros
fenomenos son independientes de la escala. Sin embargo, los procesos de transporte (como
transferencia de oxigeno y otros sustratos en el biorreactor) son dependientes de la escala, y sus
caracteristicas tienen un impacto en los procesos termodinamicos y cinéticos. Los fenomenos de
transporte estan gobernados principalmente por el flujo de los fluidos y la difusion, los cuales estan
directamente relacionados con los esfuerzos de corte, el mezclado, la transferencia de masa, de calor
y la macrocinética. Por lo tanto, es logico esperar que dichos fenomenos presenten diferencias
sustanciales durante el escalamiento ascendente. Por ejemplo, entre los procesos fisicos afectados por
el incremento en escala, estan la transferencia de calor (dado por diferencias en el area superficial de
biorreactores de diferente escala), la velocidad superficial de gases (a valores de vvm constantes), la
reologia de los caldos de cultivo (principalmente los campos de turbulencia), la presion hidrostatica y

el tiempo de mezclado.

El tiempo de mezclado (), se puede definir como el tiempo necesario para alcanzar un cierto grado
de homogeneidad (generalmente, mayor al 90 % de la respuesta final) en el medio (Doran, 1998).
Este tiempo caracteristico es un buen parametro para estimar la eficiencia de los procesos de
mezclado y con ello, estimar la posible heterogeneidad en el biorreactor. El tiempo de circulacion (t.)
es otro parametro importante para estimar heterogeneidades en el biorreactor y esta muy relacionado
con el t,. El t. es una estimacion del tiempo promedio que tarda una particula (v. gr., una célula) en
circular a través de las diferentes regiones de un biorreactor y regresar al punto de partida. Por lo
tanto, el t. es un indicador del tiempo promedio que una célula permanece en diferentes condiciones
ambientales a lo largo de su recorrido. Del mismo modo que en un fermentador habrd una
distribuciéon de condiciones ambientales, diferentes elementos del fluido seguirdn diferentes

trayectorias, dando origen a una distribucion de tiempos de circulacion. Se volvera a este punto mas



adelante. Existen varias correlaciones para estimar el t. promedio; por ejemplo, una estimacion facil

puede calcularse como (Luyben, 1993):

te=t,/4 (L.1)

Otra forma de estimar el t. es a través de la capacidad de bombeo de los impulsores (Anderson et al.,

1982) y el volumen del tanque, asi:

t.=V/Q (1.2)

donde V es el volumen del biorreactor y Q; la capacidad de bombeo de los impulsores.

El comportamiento celular depende de las condiciones ambientales locales, y éstas quedan
determinadas en gran parte por los fendmenos de mezclado, por lo que el escalamiento ascendente
deberia enfocarse a asegurar condiciones ambientales homogéneas en el biorreactor industrial,
similares o iguales a las del biorreactor de laboratorio, como tiempos de mezclado o de circulacion
semejantes en las diferentes escalas. Se han empleado una variedad de métodos para el escalamiento
ascendente de biorreactores: métodos fundamentales o semi-fundamentales, reglas heuristicas o de
dedo, analisis dimensional y analisis de régimen, entre otros. Sin embargo, la complejidad y variedad
de fendmenos interrelacionados en las diferentes escalas, no permiten una solucion practica universal
para garantizar la homogeneidad (Amanullah et al., 2004). La homogeneidad es especialmente dificil
de garantizar durante procesos aerobios (en los que el oxigeno debe ser transferido continuamente al
medio), o en cultivos alimentados y continuos, en los que el sustrato limitante es alimentado

continuamente o discontinuamente al biorreactor.

La tabla 1.1 muestra los cambios en el t. como resultado de la aplicacion de los criterios de
escalamiento ascendente mas comunes. Como puede observarse, los diferentes criterios dan como
resultado un incremento de t., excepto el criterio velocidad de agitacion (N) constante. Sin embargo,
su aplicacion en la gran escala implicaria el uso de motores de tamafios econdmicamente
prohibitivos, ademas de que otros parametros que pueden afectar el comportamiento celular

mostraran cambios sustanciales con respecto a la escala menor, por lo que es un criterio poco realista.



Tabla 1.1. Efecto de diferentes criterios de escalamiento ascendente sobre el tiempo de circulacion promedio (t.) en

el biorreactor*.

Criterio de escalamiento Cambioen t.
P/ V constante 4.55

N constante 1

Ur constante 10

Re constante 100

kra y vvm constantes 9.4

ki a y v constantes 4.55

* Los t, se estimaron segun la ecuacion 1.1. Esta tabla fue adaptada de Amanullah et al. (2004), quienes a su vez la
adaptaron de Oldshue (1966), para un incremento lineal de 10 en la escala, a un Re = 10*. N: velocidad de agitacion,

Ur: velocidad en la punta del impulsor, v,: velocidad lineal de flujo del gas.
1.1.2 Existencia de gradientes en biorreactores de gran escala.

Hasta el momento, se ha hecho una breve descripcion de los efectos fisicos del escalamiento
ascendente. El siguiente paso sera investigar si estos cambios pueden afectar el metabolismo
(fisiologia) celular. La informacion mas relevante, desde el punto de vista de ingenieria del proceso,
es investigar los mecanismos mediante los cuales el escalamiento ascendente afecta a las células. En
este punto, investigar la posible existencia de gradientes espaciales en biorreactores es el primer

paso.

El andlisis de régimen es una herramienta practica para predecir la existencia de gradientes en
biorreactores. Consiste en la identificacion de los pasos limitantes (los mds lentos) del proceso
mediante la comparacion de los tiempos caracteristicos de mecanismos relevantes. De acuerdo con
ésto, si el tiempo de mezclado es mas largo que algin proceso bioldgico relevante, entonces los
gradientes probablemente existiran (Lara et al., 2006c; Palomares y Ramirez, 2000b). Un ejemplo
con el que esto puede visualizarse facilmente, es con el consumo de oxigeno. Supongamos un cultivo
de E. coli con concentraciones celulares desde 1 y hasta 50 g/L creciendo con una tasa de respiracion

de (qo.) de 1.4 pmol/ g s (correspondiente a una velocidad de crecimiento de 0.1 h™) y 7.2 umol/ g s



(correspondiente a una velocidad de crecimiento de 0.3 h™") (Alexeeva et al., 2000; Carlson y Srienc,
2004; Vemuri et al., 2005). Estas velocidades de consumo de oxigeno (y sus correspondientes
velocidades de crecimiento) bien pueden representar las velocidades de cultivos por lote alimentado
y por lote de E. coli. Si el valor de la TOD en el cultivo, medida en el biorreactor, es de 40 %
(Co, = 0.088 mmol/L), podemos calcular el tiempo caracteristico de consumo de oxigeno (toc)

simplemente como:

toc = (X)) x (qo2) / Coz (1.3)

La ecuacion 1.3 supone una cinética de consumo lineal, para simplificar el proceso. La fig. 1.1

muestra los resultados de toc calculado con las consideraciones mencionadas.

20 7 e (Qy,=14umol/gs
o 0Qp,=7.2pmol/gs
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" Figura 1.1. Tiempo de consumo
& 10 de oxigeno (topc) en un cultivo
L T de E. coli calculado segin la
i ecuacion 1.3, a dos velocidades
5] de consumo de oxigeno.
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Los valores de t, de biorreactores para cultivo microbiano pueden tomar valores desde los 10 hasta
los 250 s, pudiendo llegar a 1000 s en casos particulares (Lara et al., 2006¢c). Entonces, es evidente
que bajo las condiciones consideradas, es muy probable encontrar gradientes de oxigeno disuelto
tanto en cultivos por lote como cultivos por lote alimentado de E. coli, ya que el toc puede ser

facilmente menor que los mencionados tiempos de mezclado.

Existen evidencias experimentales de la existencia de gradientes de oxigeno disuelto en biorreactores
industriales (Steel y Maxon, 1966; Manfredini et al., 1983; Oosterhuis y Kossen, 1984; Enfors et al.,
2001).



Mediante estudios de dindmica de fluidos computarizada (CFD) y métodos simplificados, otros
autores también han encontrado evidencias de gradientes de TOD (Reuss et al., 1994; Vlaev et al.,

2000).

Los largos tiempos de mezclado en la escala industrial, pueden también provocar gradientes de pH
(en el caso de adicion de agentes de control de pH al biorreactor) y de sustrato, en los cultivos
continuos y alimentados. En el caso de gradientes de sustrato, existe una compleja interaccion de
fenémenos que complican la situacion. Por ejemplo, en un cultivo alimentado industrial de E. coli, el
transito de esta bacteria de zonas con limitacion de sustrato a zonas con alta concentracion del mismo
(cercanas al punto de alimentacidon), pueden provocar un aumento stubito de las velocidades de
consumo de glucosa y oxigeno, llegando incluso a generar zonas anaerobias cerca de la zona de
alimentacion. La generacion de 4cidos organicos en esta zona (los mecanismos metabdlicos se
discutiran mas adelante) pueden entonces disminuir localmente el valor de pH. También existen
evidencias experimentales de gradientes de sustrato en cultivos microbianos alimentados (v. gr.,
Larsson et al., 1996; Bylund et al.,, 1998; Bylund et al., 1999). Otro parametros como la
concentracion de dioxido de carbono disuelto y esfuerzos de corte, pueden estar presentes en los

biorreactores (Lara et al., 2006 c).

La pregunta fundamental que se plantea en este proyecto es: ;De que manera los cambios en las
propiedades fisicas del ambiente (gradientes), resultado de cambios de escala afectan las
caracteristicas cinéticas y fisiolégicas de las células en un biorreactor? Una aproximacion

experimental para estudiar ésto es descrita en la siguiente seccion.

1.1.3 Escalamiento descendente basado en el analisis de régimen.

En la seccion 1.1.1, se resaltd la importancia del conocimiento de la microcinética para el
escalamiento ascendente de cultivos. Se ha descrito también que las caracteristicas fisicas de los
cultivos cambian al incrementar la escala. Ya que la presencia de gradientes de TOD vy sustrato es
casi una certeza en la gran escala, debera considerarse el vector de velocidad volumétrica de reaccion
promedio, g.,, como una propiedad integral de acuerdo con la siguiente ecuacion (Nielsen et al.,

2003):



= V' I qlc x. v, 2] dV (1.4)
\"%

donde c es la concentracion de sustrato en la posicion (X, y, z) en el biorreactor. Sin embargo, para
resolver este vector, se requiere conocer con precision todos los campos de concentracion en el
biorreactor, asi como las expresiones cinéticas que describan los efectos cinéticos en las velocidades

volumétricas, lo que representa una limitacion practica importante.

La fisiologia celular, en el caso de microorganismos de relevancia industrial (como E. coli o
S. cerevisiae) es conocida bajo condiciones bien definidas, como pueden ser aerobiosis o
anaerobiosis. Sin embargo, se conoce muy poco de la fisiologia celular bajo las condiciones

heterogéneas transitorias y ciclicas, como las que ocurren en un biorreactor.

Una estrategia para escalar un cultivo, es establecer las condiciones que las células encontraran en la
gran escala y entonces tratar de simular dichas condiciones en el laboratorio con la finalidad de
evaluar el comportamiento de los cultivos en la gran escala (Palomares y Ramirez, 2000b). El
objetivo final del escalamiento descendente es mejorar el desempeiio de los cultivos en escala
productiva. El escalamiento descendente basado en el andlisis de régimen, introducido por

Oosterhuis en 1984, sugiere cuatro pasos:
1) Un analisis de régimen del proceso a escala productiva, con el que se identifican los mecanismos
limitantes, que deberdn ser investigados en el laboratorio. El andlisis de régimen puede hacerse

mediante una comparacion de tiempos caracteristicos, como la ejemplificada en la seccion 1.1.2.

i1) La simulacion de los mecanismos limitantes en sistemas de laboratorio, lo cual implica el disefio

de simuladores que puedan reproducir las condiciones esperadas en la gran escala.
ii1) La optimizacion y modelado del proceso a escala de laboratorio.

iv) La optimizacion del proceso en la escala productiva, trasladando el conocimiento generado en el

paso anterior.



Hasta ahora, se han reportado muy pocos estudios que hayan integrado los cuatro pasos propuestos
por Oosterhuis (1984). La mayoria de los reportes en la literatura se enfocan en analisis tedricos para
el paso (i), aplicando por ejemplo, CFD, y en el disefio y aplicaciéon de modelos de escalamiento
descendente que permitan evaluar el efecto de gradientes de uno o mas parametros de cultivo. Como
se detallaréd a lo largo de esta tesis, el enfoque que se ha tomado en este trabajo es llegar al paso (iii)

mediante un mejoramiento de los procesos metabolicos.

El sector académico ha puesto considerable atencion al disefio de sistemas de escalamiento
descendente. Lara et al. (2006¢) describieron los diferentes modelos de escalamiento descendente
reportados hasta ahora, asi como sus relativas virtudes y desventajas. En este trabajo, solo se
comentaran los modelos de dos compartimentos, ésto es, dos biorreactores interconectados operados
bajo diferentes condiciones ambientales, a través de los cuales se hace recircular un cultivo modelos.
El empleo de dos tanques agitados (STR-STR) o de un tanque agitado conectado a un biorreactor de
flujo piston (STR-PFR) han sido de uso predominante para simular gradientes de TOD, de sustrato o
de varios gradientes simultaneos (Enfors et al., 2000; Amanullah et al., 2001; Sandoval-Basurto et

al., 2005; Lara et al., 2006a, b).

1.1.4 Importancia de las fluctuaciones ambientales en cultivos de E. coli

El andlisis de régimen consta de hacer una comparacion de tiempos caracteristicos (ver seccion
anterior). Algunos tiempos caracteristicos de subprocesos celulares y procesos fisicos se ilustran en
la fig. 1.2, de acuerdo a Sweere et al. (1987). Como se observa en la fig. 1.2, muchos de los
subprocesos celulares ocurren en el mismo orden de magnitud de tiempo que los procesos fisicos.
Entonces, se puede inferir que existiran multiples interacciones entre el ambiente en biorreactores y
los mecanismos celulares. La escala de tiempo de interés en el escalamiento de cultivos (por ejemplo,
tc, de entre 2.5 y 62.5 s), tendra efecto en los mecanismos de control del mARN, induccion y control
alostérico de enzimas. El impacto en la fisiologia celular puede entonces ser tan vasto como afectar el
transcriptoma, fluxoma y metaboloma celular. Se han logrado importantes avances en el desarrollo
de modelos experimentales y herramientas analiticas para estudiar el efecto de perturbaciones
ambientales en cultivos microbianos en esta escala de tiempo (v. gr. Mashego, 2005), a nivel de
transcriptoma y metaboloma. Sin embargo, el efecto de las exposiciones repetidas a fluctuaciones

ambientales ha sido estudiado mayormente a escala macroscépica (efectos macrocinéticos).



Existe una carencia general de informacion fisiologica bajo condiciones ambientales oscilantes. Es

este aspecto el que se ha abordado en la presente tesis.

10° 10 107 10° 107 10* 10
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| | | | | | = .
Accidn de masas Control del ARNm Cambios mutacionales
4 Control alostérico } Induccion de enzimas
Gradientes debido al mezclado
Dinamica de las transiciones en cultivos por lote, lote alimentado o continuos
Crecimiento celular

Figura 1.2. Tiempos caracteristicos de subprocesos celulares y fisicos (tomado de Sweere et al., 1987).

La bacteria Escherichia coli es un modelo particularmente interesante para estudios de escalamiento
descendente, debido a su preponderante importancia en procesos industriales, al conocimiento de
muchos aspectos de su fisiologia, y a la flexibilidad de su metabolismo. Se han discutido la
existencia de gradientes de sustrato y oxigeno como fendmenos de muy probable aparicion en
biorreactores industriales. E. coli es una bacteria anaerobia facultativa, que adapta su metabolismo
central de carbono dependiendo de la disponibilidad de oxigeno en el medio. La regulacion del
metabolismo de E. coli por la disponibilidad de oxigeno es ejercida desde el nivel transcripcional,
mediante los reguladores FNR (proteina de reduccion de fumarato y nitrato) y el sistema de dos
componentes ArcAB (proteinas de control de respiracion aerobia). Una descripcion detallada de
dicha regulacion ha sido escrita anteriormente (Unden y Bongaerts, 1997). Una de las caracteristicas
mas notables de la cadena respiratoria de E. coli, es la variedad de oxidasas terminales que puede
emplear en funcion de la disponibilidad de aceptor final de electrones, con diferentes afinidades por

su sustrato y rendimientos energéticos.



La readaptacion de los flujos de carbono en el metabolismo central, dependiendo de la disponibilidad
de oxigeno, es un aspecto de primordial importancia en los bioprocesos. En ausencia del oxigeno y el
nitrato como aceptores finales de electrones, E. coli produce varios metabolitos con diferentes grados
de oxidacion, mediante una via denominada “fermentacion acido-mixta”. Este cambio en los flujos
de carbono en el metabolismo central, alcanza al ciclo de los acidos tricarboxilicos, en el que la
2-ceto glutarato deshidrogenasa deja de funcionar y el ciclo ya no opera como tal, sino como dos
ramas abiertas: una oxidativa y otra reductiva. La fig. 1.2 muestra una red metabolica simplificada
incluyendo los productos de la fermentacion acido-mixta. En itdlicas, se muestran los nombres de los
genes cuyos productos intervienen en las reacciones en que se ubican. Los productos de fermentacion

se resaltan en negritas.
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Figura 1.3. Mapa metabolico simplificado mostrando la produccion de metabolitos de fermentacion como un

resultado de limitacion de oxigeno.



La presencia de gradientes de TOD es, como puede verse, un problema que afectara profundamente
la fisiologia de E. coli, si los tiempos de exposicion a regiones con limitaciones de oxigeno en
biorreactores es suficientemente prolongado como para inducir vias anaerobias. Dada la importancia
de los gradientes de oxigeno en cultivos de E. coli, se han reportado varios estudios que abordan la
presencia de dichos gradientes (v. gr. Namdev et al., 1982), y se ha realizado un revision completa de
la literatura existente al respecto (Lara et al., 2006 ¢). Uno de los estudios mas recientes (Sandoval-
Basurto et al., 2005) mostr6 que los gradientes de TOD, como unica variable de estudio
(especificamente, sin gradientes de sustrato), provocaron la acumulaciéon de metabolitos de
fermentacion, disminuyé la velocidad de crecimiento de E. coli y la productividad de proteina
recombinante, aln a t. tan cortos como 20 s, simulados en un sistema de escalamiento descendente de

dos compartimentos.

Con esto puede observarse que periodos de cerca de 7 s de exposicion ciclica de E. coli a condiciones
anaerobias (Sandoval-Basurto et al., 2005), son suficientes para activar las vias de fermentacion
acido-mixta. Sin embargo, hasta antes del trabajo aqui reportado, no se sabia si la activacion ocurre a
nivel transcripcional o a nivel de modulacion de la actividad de enzimas, o ambas. La produccion de
metabolitos de fermentacion en cultivos industriales es indeseable, ya que suponen un desperdicio de
fuente de carbono, y afectan negativamente la fisiologia de la bacteria, ademas de acidificar el medio,

requiriéndose entonces la adicion de agentes de control de pH.

Por otra parte, la presencia de gradientes de sustrato en cultivos alimentados de E. coli es también de
particular importancia. La bacteria E. coli transporta la glucosa al interior de la célula a través del
sistema de la fosfotransferasa (PTS) (Gosset, 2005). El transporte a través del PTS es altamente
eficiente, y llega a causar un en los flujos de carbono a través de la glicolisis y el ciclo de los acidos
tricarboxilicos (CAT) (Majewsky y Domach, 1990; Delgado y Liao, 1997; Farmer y Liao, 1997).
Esto conduce a una acumulacion de acetil-CoA, que es entonces oxidado a acetato, ain en
condiciones completamente aerobias (ver fig. 1.2). Este fenémeno se conoce como sobreflujo
metabodlico (Wolfe, 2005), y es un problema recurrente en cultivos de E. coli, ya que bajo
condiciones aerobias, hasta el 15 % del carbono proveniente del sustrato puede llegar a ser excretado
como acetato (Wolfe, 2005). Ademas, el acetato ejerce varios efectos negativos en la fisiologia de
E. coli que seran discutidos mas adelante. La produccion de acetato limita también las

concentraciones de biomasa que pueden ser alcanzadas en un biorreactor.



La alimentacion de glucosa a bajas velocidades, permite alcanzar altas concentraciones de biomasa
con muy poca acumulacion de acetato, por lo que los cultivos alimentados son ampliamente usados
en escenarios industriales. Sin embargo, como ya se ha descrito, el ineficiente mezclado propio de la
gran escala, tendra como consecuencia la presencia de gradientes de sustrato y estos a su vez pueden

provocar gradientes de oxigeno disuelto y de pH.

Basicamente, puede suponerse que la exposicion de E. coli a regiones con alta concentracion de
glucosa activara el sobreflujo metabolico. Los efectos de gradientes de sustrato en cultivos de E. coli
han sido ampliamente estudiados, principalmente en sistemas de escalamiento descendente
conformados por un STR y un PFR (Neubauer et al., 1995; Bylund et al., 1999, 2000; Schweder et
al., 1999; Xu et al., 1999; Hewitt et al., 2000; Lin and Neubauer, 2000; Enfors et al., 2001; Onyeaka
et al., 2003). La adicion de glucosa en el PFR puede generar gradientes de TOD (no documentados
en el PFR hasta ahora). En los estudios mencionados, se ha observado acumulacién de lactato y
formato, ademaés del acetato, y disminucién en la cantidad de biomasa viable. Ademas de estos
efectos macroscopicos, se han observado un par de fenémenos como resultado de gradientes de
sustrato. Por ejemplo, Neubauer et al. (1995) observaron un incremento en los niveles de la molécula
ppGpp (37, 5 bis pirofosfato de guanosina) 20 s después de que E. coli pas6 de un ambiente rico en
glucosa, a un ambiente con limitacion de la misma, como ocurre en un cultivo alimentado. Esta
molécula estd involucrada principalmente en el fenomeno de respuesta estricta, que reduce la
capacidad biosintética de la célula en respuesta a limitacion de glucosa, pese a que todos los demas
nutrientes estén presentes en exceso. El efecto logico para el bioproceso es que el transito repetido de
E. coli por regiones con alta limitacion de sustrato, limitara la sintesis de producto, atin cuando no
haya limitacion de otros factores. Un aporte importante en los estudio de escalamiento descendente
de cultivos de E. coli, es el publicado por Schweder et al (1999). Ellos midieron los niveles de
transcripcion relativa de cinco genes (proU, ackA, dnak, clpB, pfl y frd) durante el transito de E. coli
por el PFR anteriormente mencionado. En general, observaron variaciones en los niveles de
transcripcion de estos genes después de 27 s de residencia de E. coli en el PFR. Este estudio es
probablemente el primero y el unico, antes del presente trabajo, que proporciona informacion a nivel
transcripcional del efecto de gradientes en E. coli. Los estudios mencionados son muy relevantes, ya
que simulan condiciones ambientales que pueden ser muy cercanas a las que experimentan las
bacterias en cultivos de gran escala. Sin embargo, ha sido reconocido que en los casos presentados, la
limitacion de oxigeno seguida del sobreflujo metabolico, mas que el sobreflujo por si mismo, es el

parametro critico (Bylund et al., 2000).



A pesar del interés en estudios de escalamiento descendente en cultivos de E. coli, existen pocos
estudios empleando cepas recombinantes. Es importante investigar el efecto de fluctuaciones
ambientales no s6lo en el metabolismo de E. coli, sino también en la productividad del proceso y la
calidad de la proteina recombinante producida bajo condiciones ambientales heterogéneas. Hasta
ahora se sabe que bajo las limitaciones temporales de oxigeno causadas por gradientes de glucosa, la
cantidad de monoémero de hormona de crecimiento humana degradado fue menor (Bylund et al.,
2000) que bajo condiciones completamente aerobias, lo cual fue atribuido a una menor produccion de
proteasas. En otro trabajo (Sandoval-Basurto et al., 2005) se reportdé una disminucion en la
produccion de pre-insulina humana acumulada como cuerpos de inclusion de entre 20 y 90 % en

cultivos bajo condiciones oscilantes de TOD, al simular t, de 20 y 180 s, respectivamente.

En el presente trabajo, se ha abordado el estudio del efecto de gradientes de TOD y de sustrato en
cultivos de E. coli, empleando modelos de escalamiento descendente que han permitido evaluar los
efectos de dichas variables por separado y en conjunto. Las oscilaciones de TOD, sin adicion de
glucosa, se estudiaron en un sistema compuesto por dos biorreactores agitados interconectados.
Aunque existe un buena cantidad de informacion acerca de la adaptacion transcripcional de E. coli a
cambios en la disponibilidad de oxigeno, los experimentos reportados abarcan ventanas de tiempo
demasiado altas para los objetivos del escalamiento descendente. Por ejemplo, se ha estudiado la
dinamica transcripcional durante la transicion de E. coli de condiciones anaerobias a condiciones
aerobias, tomando una muestra 5 minutos después de airear un cultivo anaerobio (Partridge et al.,
2006). Obviamente, la informacion generada es de poca utilidad para entender la fisiologia de esta

bacteria en biorreactores (ver fig. 1.1).

A pesar del relativamente alto numero de estudios de escalamiento descendente, los mecanismos
basicos de respuesta celular a fluctuaciones ambientales es un tema muy poco entendido, y es
necesario para integrar modelos cinéticos con los fendémenos de dindmica de fluidos. Mas aun, a
pesar del consenso general acerca del efecto negativo de los gradientes en los cultivos, se han
planteado pocas soluciones de proceso o a nivel bioldgico para disminuir dichos efectos. Uno de los
factores de novedad del presente trabajo, es precisamente la aplicacion de herramientas de biologia
molecular e ingenieria de rutas metabolicas para modificar las propiedades celulares, basados en
estudios de escalamiento descendente para obtener cepas que presenten un mejor desempeilo ante

condiciones de la gran escala.



1.2 Objetivos

El objetivo general del presente trabajo, fue estudiar el impacto de los gradientes de oxigeno
disuelto y sustrato en Escherichia coli. Con el conocimiento generado, se propuso ademas
aplicar estrategias de ingenieria celular y de cultivo para generar cepas de Escherichia coli
con un mejor desempefio ante gradientes espaciales y/o modos de cultivo que eviten

gradientes de sustrato. Especificamente, se planted:

i) Estudiar el efecto de gradientes de TOD, simulando un tiempo de circulacion de 50 s, en

los patrones cineticos, estequiométricos y transcripcionales de E. coli recombinante.

ii) Analizar la respuesta dinamica del metabolismo de fermentacion de E. coli ante gradientes
espaciales de glucosa, bajo condiciones aerobias o anaerobias, en una ventana de tiempo de
110.3s.

iii) Proponer alternativas moleculares y de proceso para contender con gradientes de TOD.

iv) Proponer alternativas moleculares y de proceso para evitar la presencia de gradientes de

glucosa en cultivos de E. coli recombinante.



2. Material y Métodos.

En el presente capitulo se describen las cepas de E. coli y el plasmido empleados, asi como los
sistemas de biorreactores usados y los métodos de analisis para la determinacion de concentracion de

metabolitos, proteina recombinante y niveles relativos de transcripcion.

2.1 Cepas y Plasmido empleados.

2.1.1 Cepas de Escherichia coli.

Las cepas de Escherichia coli empleadas en el presente trabajo se describen en la tabla 2.1. La cepa
W3110 fue usada como cepa progenitora silvestre para el resto de las cepas. La cepa W3110 fue
obtenida de la coleccion del Dr. Francisco Bolivar, IBt-UNAM. Las cepas VAL22 y VAL24 fueron
construidas en el laboratorio del Dr. Octavio T. Ramirez, IBt-UNAM en colaboracion con el
Dr. Francisco Bolivar. La cepa VAL23 fue obtenida del laboratorio del Dr. Agustin Lopez-Munguia,
IBt-UNAM, y fue empleada como base para la construccion de la cepa VAL24. La cepa VH32GalP"
fue obtenida del laboratorio del Dr. Guillermo Gosset, IBt-UNAM.

Tabla 2.1. Cepas empleadas en este trabajo.

Cepa Caracteristicas relevantes Fuente Referencia
W3110 FIN(rrnD-rrnE) A F. Bolivar, UNAM ATCC 27325
VAL22 W3110 poxB::cat Este trabajo Lara et al., 2006b
VAL23 W3110 ApfiB, AldhA A. Lopez/C. Vazquez, UNAM | Lara et al., 2006b
VAL24 W3110 ApfiB, AldhA, poxB::cat Este trabajo Lara et al., 2006b

VH32GalP" W3110 AptsH, ptsl, crr::Km, G. Gosset, UNAM De Anda et al.,
Alacl, lacZ::loxP 2006




Las cepas VAL22 y VAL24 fueron construidas a partir de las cepas W3110 y VAL23,
respectivamente. Para ello, se reemplazd el gene poxB por la construccion poxB::cat mediante
transduccion empleando el fago P1. La transduccion fue confirmada por PCR gendémico empleando
los oligobmeros 5° AATAACATCCTGCGGCGTACG y 5" CAGCCGCGTCTATGGGTTGC asi
como por resistencia a cloramfenicol. La construccion poxB::cat fue transducida de la cepa PB12

(JM101 PTS", poxB::cat) (Flores et al., 2004).

La cepa VH32GalP" es una cepa PTS derivada de W3110 (Hernandez-Montalvo et al., 2003). Con la
finalidad de incrementar la capacidad de transporte de glucosa por esta cepa, el promotor
cromosomal galP fue sustituido por el promotor hibrido trc empleando una técnica basada en la
estrategia reportada por Datsenko y Wanner (Datsenko y Wanner, 2000), con algunas
modificaciones. El método consistio en usar productos de PCR para obtener la inactivacion de genes
cromosomales. En este caso, el templado usado para generar el producto de PCR fue el plasmido
ptrc_cat (ver De Anda et al., 2006), que contiene el gene de resistencia a cloramfenicol (cat2)
corriente arriba del promotor trc para permitir la seleccion de la mutante en la que promotor de galP
cromosomal ha sido sustituido por el promotor trc (Palmeros et al., 2000). Por efectos de

simplicidad, la cepa VH32GalP" sera renombrada a lo largo de este trabajo como VH32.

Las cepas fueron transformadas con el plasmido pV21 (descrito abajo) y almacenadas en crioviales

1 mL de volumen total) en glicerol al 80%, a -70°C.
( g

2.1.2 Plasmido.

Todas las cepas descritas en la tabla 2.1 fueron transformadas con el plasmido pV21, amablemente
donado por los Drs. Joel Osuna y Lorenzo Segovia, IBt-UNAM. Dicho plasmido esta basado en el
esqueleto de plasmido pBCSK" (Stratagene, California, EUA). En ¢él se insert6 un gene que expresa
la proteina verde fluorescente (GFP), entre los sitios de restriccion Ndel y Xhol. La expresion de gfp
esta controlada por el promotor lacZ. El gene gfp (SuperGlo GFP, de QBiogene, Montreal, Canada)
fue modificado para mejorar el uso de codones, la brillantez y la solubilidad de la GFP en el
citoplasma de E. coli y se afiadi6 un gene de resistencia a espectinomicina (J. Osuna, datos no

publicados). La fig. 2.1 muestra un esquema del pladsmido pV21.
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2.2 Medios de cultivo.

2.2.1 Medio de cultivo para quimiostatos.

Para el cultivo continuo de E. coli, se empled un medio mineral suplementado con glucosa (Medio
A). La composicion del medio se describe en la tabla 2.2. Se empleo el mismo medio para el

desarrollo del inoculo.

2.2.2 Medio de cultivo para estudios de oscilaciones de oxigeno disuelto.

Para los estudios del efecto de oscilaciones de oxigeno en cultivos de E. coli recombinante, se
empled un medio mineral (Hewitt et al., 2000) suplementado con glucosa y tiamina (Medio B).
Su composicidn se especifica en la tabla 2.3. Se empled el mismo medio de cultivo para el
desarrollo de los inoculos. En los cultivos en biorreactor, se afiadid isopropil beta-galacto
tiopiranosido (IPTG) estéril a una concentracion final de 0.5 mM para inducir la expresion de

GFP.



Tabla 2.2. Composicion del Medio A.

Componente

Concentracién (g/L)

Monohidrato de glucosa
(NH,4),S0,
KH,PO,
MgSO,4~7H,0
NacCl,

NH,CI
K,HPO,
Citrato de sodio
Na,-EDTA
ZnSO4 7H,0O
MnCl,* 4H,0
CoCl," 6H,0O
CuSO4* 5H,0
Na,Mo0O,2H,0
CaCl,= H,O
FeSO,4 7H,0O
H;BO;

KI

Tiamina

7.5
5.0
2.0
0.5
0.5
2.0
14.6
1.0
0.015
0.0045
0.001
0.003
0.0006
0.0004
0.0045
0.0037
0.001
0.0001
0.001

2.2.3 Medio de cultivo para altas concentraciones iniciales de glucosa.

Para este medio de cultivo, la concentracidon de sales minerales se mantuvo constante,
independientemente de la concentracion inicial de glucosa. Las cantidades se calcularon para
producir 70 g/L de biomasa bacteriana, tomando en cuenta la composicion promedio de E. coli. La
cantidad de sales minerales empleadas se reporta en la tabla 2.4 (Medio C). La concentracion de
MgSO4*7H,0, extracto de levadura, tiamina y metales traza se vari6 en funcion de la cantidad de
glucosa afiadida, de acuerdo a la tabla 2.5. La composicion de la solucion de metales traza se reporta
en la tabla 2.6. Para el crecimiento de los indculos, se empleo6 el medio con concentracion de 30 g/L

de glucosa. En los cultivos en biorreactor, se afiadio IPTG a una concentracion final de 0.5 mM para

inducir la produccion de GFP.




Tabla 2.3. Composiciéon del Medio B.

Componente Concentracion (g/L)
Glucosa 5.0
Na,S0, 2.0
(NH,4),S0, 2.7
NH,CL, 0.5 0.5
K,HPO, 14.6
NaH,PO,~H,O 4.0
MgSO4~7H,0 0.24
Citrato de sodio 1.0
CaCl,* H,O 0.00074
ZnS0O4* TH,O 0.00018
MnSO,4 H,O 0.0001
Na,-EDTA 0.0201
FeCl;= 6H,0 0.0167
CuSO4* 5H,0 0.0001
CoSO4* 7H,0 0.00021
Tiamina 0.01
Espectinomicina 0.1

Tabla 2.4. Composicion de sales minerales del Medio C.

Componente Concentracion (g/L)
(NH4),SO,4 3.0
K,HPO, 10.0
KH,PO, 5.0
Citrato de sodio 2.0

Tabla 2.5. Cantidad de los compuestos anadidos en funcion de la concentracion inicial de glucosa.

Glucosa (g/L) Extracto de MgS0,47H,0 Sol. de elementos
levadura (g/L) (g/L) traza (mL/ L)
30 15 1.25 1
50 25 1.25 1
100 50 2 3




Tabla 2.6. Composicion de la solucion de metales traza empleada afiadida al Medio C.

Componente Concentracion (g/L)
NaEDTA 14.1
CoCl,6H,0 2.5
MnCl,4H,0 15
CuCl,2H,0 1.5
H;BO; 3
Na,Mo0O,2H,0, 2.1
Zn(CH; CO0),2H,0 33.8
Citrato de FE(III) 100.8

2.2.4 Medio de cultivo para lotes alimentados.

La fase lote de los cultivos alimentados se inici6é con una concentracion de glucosa de 20 g/L, 10 g/L
de extracto de levadura, y 1 mL/L de solucién de elementos traza, mientras que las concentraciones
de sales minerales, IPTG y espectinomicina fueron las descritas en la seccion anterior. La
composicion de la solucion de alimentacion se reporta en la tabla 2.7. Se afiadio IPTG a una

concentracion final de 0.5 mM y 1 mL/L de solucion de metales traza.

Para el crecimiento de los in6culos, se empled el Medio C con concentracion de 30 g/L de glucosa,

como se describid en la seccidn anterior.

Tabla 2.7. Composicion del medio de la solucion de alimentacion para cultivos alimentados™.

Componente Concentracion (g/L)
Glucosa 353
Extracto de levadura 177
MgS0,7H,0 0.5
Espectinomicina 0.1

* Se anadi6 ademas IPTG a una concentracion final de 0.5 mM y 1 mL/L de solucion de metales traza.



2.3 Condiciones de cultivo.

2.3.1 Cultivo continuo (quimiostato).

El cultivo continuo aerobio (D = 0.1 h™') se efectué en un biorreactor de tanque agitado de 7 L
(Applikon, Schiedam, The Netherlands) con un volumen de trabajo de 4 L, equipado con control de
pH (7.0), agitacion (600 rpm) y temperatura (37 °C). El flujo de aireacion se mantuvo en 0.5 vvm. El
cultivo fue operado con una sobre presion de 0.2 atm. Los gases exhaustos fueron analizados en un
equipo de analizador infrarrojo NGA 200 Analyzer (Rosemount Analytics, CA, USA). La TOD fue
medida (pero no controlada) mediante electrodos polarograficos y el cultivo se mantuvo siempre en
condiciones aerobias. La alimentacion de medio de cultivo se efectu6 mediante una bomba
peristaltica (Masterflex) conectada al sistema de control del biorreactor para mantener constante el
peso del fermentador, medido por una balanza, mientras que el flujo de salida se control6 mediante

otra bomba peristéltica calibrada para mantener la tasa de dilucion predeterminada.

2.3.2 Arreglo de biorreactores para simular gradientes de sustrato.

El transito de las células de regiones con limitacion de glucosa a regiones con exceso de glucosa en
biorreactores de gran escala, fue simulado mediante un sistema de dos compartimentos que consistid
en un biorreactor de tanque agitado conectado a un reactor de flujo piston (PFR). El biorreactor de
tanque agitado fue operado en modo continuo, con limitaciéon de glucosa, en condiciones aerobias. Se
derivé una fraccion del flujo de salida (1.8 mL/min) para ser conectada a un PFR (fig. 2.2).
Exactamente en la entrada del PFR se aplic6 de manera continua una inyeccion de una solucion de
glucosa (30 g/L) que se mezcld instantaneamente con la corriente proveniente del quimiostato. De
esta manera, las células pasan subitamente de una region con limitacion de glucosa (quimiostato) a
una region con exceso de glucosa (PFR) (fig. 2.3). La inyeccion de glucosa represento el 10 % del
flujo total de entrada al PFR (2 mL/min), de manera que la concentracion de glucosa a la entrada al
PFR fue de 3 g/L y el fluyjo total de entrada fue de 2.0 mL/min. El PFR fue sanitizado antes de cada

experimento.

El PFR consistié en un mini-biorreactor basado en dos canales semiesféricos con un diametro interno
de 1.2 mm fabricado en un bloque de Perspex (material plastico polimérico), separados por una

membrana de silicon de 0.6 mm de grosor que permite la difusion de O, y CO, (fig. 2.2 A y B)



(Mashego et al., 2006). La configuracion del PFR es de geometria de serpentin, asegurando un flujo
piston. El volumen total del PFR es de 3.46 mL, la longitud total es de 6.51 m. El PFR se coloco en
un gabinete con temperatura controlada (37 °C), y estd equipado con puertos de muestreo localizados
a las siguientes distancias (en m) relativas al punto de adicion de la solucion de glucosa: -0.09, 0.27,
0.54,0.8, 1.1, 1.5, 1.9, 2.6, 3.3, 4.9 y 6.5. Estos puntos corresponden a los puertos de muestreo 1 al
11, mostrados en la fig. 2.2 B.

Bloque de
Perspex Gas Membrana de silicon
Bl Liquido (0.608 mm de grosor) . ‘
A pc;(:gse?(e a Figura 2.2. Diagrama del PFR

utilizado en la simulacion de
1.2 mm gradientes de glucosa. A.
Corte transversal del PFR

mostrando la seccion de flujo

de liquido y flujo de gas. B.

Flujo Esquema del arreglo del PFR.

B
Desechos Sol. Glucosa
% - iE] - Caldo de cultivo
\1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
——

Puertos de muestreo

El puerto 1 corresponde al muestreo pre-perturbacion, y permite muestrear el caldo de cultivo justo
antes de la inyeccion de la solucion de glucosa. Los puertos de muestreo estdn equipados con mini-
valvulas de dos vias, conectadas a un programa de control, que permite la toma automatizada de
muestras. El PFR (denominado “BioScope” de segunda generacion) fue disefiado y construido en el
Laboratorio Kluyver de Biotecnologia de la Universidad Tecnoldgica de Delft, en los Paises Bajos,

por el grupo de investigacion del Prof. J. J. Heijnen.

Se inyectd una corriente gaseosa al PFR (en la seccion del serpentin correspondiente al flujo de
gases) para asegurar condiciones completamente aerobias o bien completamente anaerobias durante

el transito de las células por dicho biorreactor. Para experimentos de pulsos de glucosa en



condiciones aerobias, se inyectd en el PFR una mezcla de aire/oxigeno a un flujo de 100 mL/min.
Los flujos individuales de los gases y el flujo total se controlaron mediante controladores de flujo
masico (Brooks Instruments, PA, USA). Para mantener condiciones anaerobias en el PFR, se
disminuy¢ la TOD en el quimiostato a un valor de 16 % de saturacion, inyectando al biorreactor de
tanque agitado una mezcla de aire/nitrogeno a un flujo de 100 mL/min. Esta TOD es lo
suficientemente alta para mantener un metabolismo aerobio en E. coli. El analisis de los gases
exhaustos (% CO, y % O,) medidos por un analizador infrarrojo NGA 200 Analyzer (Rosemount
Analytics, CA, USA) no presentd cambios al reducir la TOD, y la concentracion de biomasa no
cambio, por lo que se asumio6 que la disminucion de TOD no alter6 el estado de equilibrio alcanzado
previamente en el quimiostato. Adicionalmente, se inyect6 nitrogeno en la seccion gaseosa del PFR
para acelerar la transicion a anaerobiosis tras el pulso de glucosa. La TOD a lo largo del PFR se
midié desviando el flujo de cada puerto de muestreo a una camara de flujo cruzado en donde se
insertd un electrodo polarografico de oxigeno disuelto (Mettler-Toledo GmbH, Switzerland). Las
mediciones de TOD se realizaron previas a la toma de muestras tras pulsos de glucosa en condiciones
aerobias o anaerobias. El flujo de la mezcla de solucion de glucosa y caldo de cultivo en el PFR
(2 mL/min) resulté en un tiempo de residencia en el PFR de 110.3 s. La toma automatica secuencial
de muestras se activd manualmente mediante un programa computacional. Se tomaron 2 mL de
muestra en cada puerto, en tubos de poliestireno conteniendo 31 g de esferas de acero inoxidable (de
4 mm de diametro) previamente enfriadas. Los tubos se mantuvieron en un criostato (Lauda RK 20
KS, Lauda-Ko6ningshofen, Germany) a temperatura controlada de 0 °C. Con este sistema, las
muestras eran enfriadas instantineamente y mantenidas a 0°C durante el proceso de toma de
muestras, que tomo alrededor de 1 min por muestra. En la fig. 2.3 se muestra un esquema del arreglo

experimental. El PFR fue sanitizado antes de cada experimento.
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Al terminar el periodo de muestreo, el contenido de los tubos fue inmediatamente transferido a
jeringas preenfriadas a 4°C, conectadas a filtros de 0.45 pm de didmetro de poro y la biomasa fue

separada por filtracion. El filtrado fue almacenado a -80 °C hasta su analisis.

2.3.3 Sistema de escalamiento descendente de dos compartimentos (SED) para simular

gradientes espaciales de oxigeno disuelto.

Para cultivos bajo condiciones oscilantes de oxigeno disuelto, se emple6 el SED descrito por
Sandoval-Basurto, et al. (2005) con algunas modificaciones. Dicho sistema consiste en dos tanques
agitados Virtis (Gardiner, NY), de 1.5 L de capacidad, instrumentados e interconectados por tuberia
flexible de Tygon® (12.8 mm de didmetro interno), con muy baja permeabilidad al O,. Cada tanque
estaba equipado con bafles y con dos turbinas Rushton de 6 paletas planas. El liquido contenido en
los tanques fue recirculado empleando dos bombas peristalticas (Masterflex modelo 7592-40), con
cabezal tipo “Easy Load” (Masterflex, modelo 77601-10). Los puertos de entrada y salida para
recirculacion de caldo de cultivo, se colocaron a 3 cm de la base de los tanques, separados 180 ° uno
del otro. El pH se midi6 constantemente mediante un electrodo (Mettler Toledo, OH) y mantenido a
7.0 £ 0.2 por adicion de NaOH 2N. Cada tanque se equipd con un electrodo polarografico de oxigeno
disuelto convencional (Mettler Toledo, OH). Uno de los tanques se mantuvo bajo condiciones
aerobias (Baerobio), @ una TOD constante de 10 %, mediante la adicion de una mezcla de gases
(O,/Aire/N,), cuya proporcion fue controlada mediante un algoritmo de control proporcional-
integral-derivativo, que automaticamente varid el flujo individual de los gases a través de
controladores de flujo mésico, manteniendo un flujo total constante. El otro tanque se mantuvo bajo
condiciones anaerobias (Banaerobio), por medio de burbujeo constante de N, a 1 vvm. La agitacion se

varié manualmente entre 500 y 1000 rpm, y la temperatura se mantuvo constante a 37 °C.

En cultivos a TOD constante, se empled un solo tanque (sistema sin recirculacion). El volumen de
trabajo de Baerobio fue de 0.3 L, mientras que el de Banaerobio fue de 0.6 L. Esta relacion de volumenes
mantiene a las células bajo condiciones anaerobias durante el 67 % del tiempo de recorrido, y bajo
condiciones aerobias durante el 33 % del ciclo, en promedio. Dichas proporciones estan de acuerdo
con lo calculos previos para la bacteria B. subtilis (Amanullah et al., 2004), cuyas caracteristicas
reologicas y respiratorias son similares a cultivos de E. coli y pueden entonces aplicarse a nuestro

modelo de estudio.
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2.3.4 Cultivo lote a altas concentraciones iniciales de glucosa.

Los cultivos a alta concentracion inicial de glucosa se llevaron a cabo en el Sistema Modular de
Fermentacion BioFlo 110 (New Brunswick Scientifc, NJ). Se emplearon biorreactores de 1 L de
capacidad, usando un volumen de trabajo de 0.6 L. Los pardmetros operacionales y la adquisicion de
datos se ejecutaron mediante el software AFS-Biocommand Bioprocessing Software (New

Brunswick Scientific, NJ).

La temperatura se controlé a 37 °C, la TOD se mantuvo por arriba de 30 % de saturacion mediante
incrementos en la velocidad de agitacion y en caso necesario, mezclando la corriente de aire de
entrada al fermentador con oxigeno puro. Adicionalmente, se incrementd de manera gradual el flujo
de gases de 0.5 a 2 vvm para contender con la alta demanda de oxigeno de los cultivos a alta

densidad celular. El pH se control6 a 7.0 + 0.05 unidades, mediante la adicion de NH,OH al 15 %.



2.3.5 Cultivos alimentados exponencialmente.

Para los cultivos alimentados, se empleo el sistema modular de fermentadores descrito en 2.3.2. Los
biorreactores se usaron con un volumen inicial de 0.4 L. En el software Biocommand Bioprocessing
se programo un algoritmo de alimentacion exponencial de acuerdo a la siguiente ecuacion (Martinez,

et al., 1996):

A
F = s~v—exp|ut 2.1
Si¥x/s lnt]

donde F es el flujo de alimentacion de glucosa, p es la velocidad especifica de crecimiento, Vi y Xo
son el volumen y concentracion de biomasa al inicio de la alimentacion, respectivamente, S; es la
concentracion de glucosa en la alimentacion, y Yxss es el rendimiento de biomasa en glucosa. El pH,

la TOD y la temperatura se controlaron de la forma descrita en 2.3.4.
2.4 Métodos analiticos.
2.4.1 Determinacion de concentracion celular.

La concentracion de biomasa se determind centrifugando de 1.5 a 6 mL de muestra en tubos para
centrifuga de 1.5 mL, previamente puestos a peso constante. El pellet obtenido se lavod con solucion
isotonica (NaCl 0.9 %) y secado en un horno a 80 °C por al menos 18 h. En los cultivos por lote bajo
altas concentraciones de sustrato, lote alimentado y continuo, se determin6 biomasa como peso seco

para cada muestra, empleando el mismo método.

Para cultivos a baja concentracion celular (en medio mineral, con 5 g/L de glucosa como fuente de
carbono) se construy6 una curva tipo que correlaciona absorbancia (medida en espectrofotometro a
600 nm) con peso seco. Una vez que se observo una buena correlacion lineal para cada cepa, se
obtuvieron factores de conversion y la concentracion celular se calculd a partir de las lecturas de

absorbancia.



2.4.2 Medicion de fluorescencia

La fluorescencia de GFP producida en los cultivos se midié en muestras de caldo de cultivo con
células completas. Para ello se empled un espectrometro de luminiscencia Perkin Elmer LS55. Se
realizé un barrido de longitudes de onda de excitacion y emision en muestras de cultivo en medio
mineral, acotado a un rango cercano a las longitudes de excitacion y emision maximas reportadas

para la GFP in vitro. Los resultados se muestran en la fig. 2.5.
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Con los valores maximos de fluorescencia detectados, se eligid6 emplear una longitud de onda de
480 nm para excitacion y 507 nm para emision. Durante los cultivos, las muestras se diluyeron en

agua destilada para mantener las lecturas dentro de valores de 20 y 100 UA.

2.4.3 Cuantificacion de metabolitos extracelulares en muestras de cultivos por lote y lote

alimentado.

Para determinar la concentracion de metabolitos extracelulares, las muestras de fermentacion fueron
centrifugadas por 10 minutos a 12,000 rpm en una minicentrifuga. El sobrenadante fue filtrado por
una membrana cuyo tamafio de poro era 0.2 um. Los acidos organicos y glucosa en el medio de
cultivo fueron cuantificados en un equipo de cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC,
Waters), equipado con detector de indice de refraccion y foto arreglo de diodos en serie. Se empled

una columna Aminex HPX-87H.



La fase mévil empleada fue H,SO4 5 mM, a un flujo de 0.5 mL/min y temperatura de 55 °C. Para
cada compuesto se determind su tiempo de retencion en muestras puras y en mezclas de ellos, y se
construyeron curvas de calibracion correlacionando la concentracion de la muestra inyectada con el
area bajo la curva integrada mediante el software Millenium de Waters. Un cromatograma tipico se

muestra en la fig. 2.6.

~
8
8
Glucosa

Figura 2.6. Cromatograma
tipico para la cuantificacion
de metabolitos extracelulares.

MV
Succinato
Lactato

Formato

T T T T T T T T T T T T T T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 1500 1600 17.00 18.00
Minutes

2.4.4 Cuantificacion de metabolitos extracelulares en muestras de cultivos continuos y tras

pulsos de glucosa.

La cuantificacion de glucosa, succinato, lactato, formato y etanol en las situaciones mencionadas
arriba, se realizd empleando los kits enzimaticos de Roche (R-Biopharm, de Boehringer Mannheim,
Darmstadt, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante, excepto que el volumen de las
reacciones fue escalado para realizarse en placas de 48 pozos. En estos experimentos se prefirio el
uso de kits enzimaticos sobre el HPLC, debido a las bajas concentraciones de metabolitos esperados
en estos experimentos (del orden de mg/L). En la fig. 2.7 se muestran las curvas de calibracion
tipicas obtenidas. Cada reaccion se realizo por triplicado, tanto para la curva de calibracion como
para las muestras. Las concentraciones de acetato y etanol se determinaron mediante cromatografia
de gases (Chrompack CO 9001, Hewlett Packard, USA) empleando un detector de ionizacion de
flama y siguiendo el protocolo descrito por Mashego (2005). Los analisis por cromatografia de gases
fueron realizado por Cor Ras, Analista del Laboratorio Kluyver de Biotecnologia, Universidad

Tecnologica de Delft.



2.5

2.0 1 Figura 2.7. Curvas de calibracién
tipicas para la cuantificacion de
1.5 - ® Glucosa metabolitos extracelulares

® Formato mediante reacciones enzimaticas.
Las concentraciones de formato y
lactato se muestran multiplicadas
por 10, para simplificar la figura.

1.0 4 A Lactato

Absorbancia, UA

0.5 ~

0.0

0.0 0.5 1.0 15 2.0

Conc. de metabolito, g/L

2.4.5 Cuantificacion de proteina recombinante.

La proteina recombinante se cuantificO mediante andlisis densitométricos de geles SDS-PAGE al
10% obtenidos de células lisadas por sonicacion. Las muestras obtenidas durante los cultivos fueron
diluidas en buffer de fosfatos (pH=8) para obtener una densidad optica (DO) de aproximadamente
1 unidad. La muestra diluida se sometié a ruptura en un sonicador Vibra Cell (Sonics and Materials,
Inc.), aplicando una serie de 3 a 5 pulsos de 8 segundos a una amplitud de 25 %. Posteriormente se
tomaron 20 uL de las células lisadas y se afiadieron 20 pL de buffer Laemmli 2X. Dicha mezcla se
calentd por 10 minutos a 95 °C. Las muestras asi tratadas fueron cargadas (de 10 a 12 uL) en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida al 10 % para separar las proteinas, empleando un voltaje

constante de 100 V.
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En cada gel, se cargaron 2, 4 y 8 uL de una solucion estandar de proteina verde fluorescente (GFP)
obtenida de cultivos de E. coli, previamente semi-purificada mediante filtracion por exclusion de
peso molecular, cuya concentracion de proteina total y GFP fue se determind antes de ser usada
como estandar. Ademas, se cargaron 2 mL de una escalera de pesos moleculares de proteina para
identificar la banda correspondiente a GFP (peso de la GFP: aprox. 29 kDa). Con estos datos se
analizaron las manchas por densitometria, usando el software de analisis de imagenes Image J de los
Institutos Nacionales de Salud de los EUA (NIH). Para cada gel, se construy6 una curva estandar que
correlaciona concentracion de GFP contra el producto (Intensidad de la banda X Area de la banda).
Dicha curva se empled para calcular la concentracion de GFP en la banda correspondiente para cada

muestra. Una curva tipica para la cuantificacion de GFP por densitometria se muestra en la fig. 2.8.

2.4.6 Determinacion de carbono total, organico e inorganico.

El carbono total en muestras de cultivo continuo se realizoé en un analizador TOC Shimadzu Modelo
5050A, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La muestra es sometida a una combustion
catalitica a 680 °C, con inyeccion de gas (aire u oxigeno). El carbono presente en la muestra es
descompuesto a CO, y cuantificado por un analizador de gases infrarrojo. Esta cantidad de carbono,
es referida como carbono total (TC), que esta compuesto de carbono orgéanico total (TOC) y carbono
inorganico (IC). El carbono inorganico se detecta empleando el mismo dispositivo, pero en este caso
se inyecta el gas en forma de pequefias burbujas en una solucion acidificada conteniendo la muestra,
especialmente formulada para la determinacion de IC. Debido a las condiciones de reaccion,
solamente el IC de la muestra es descompuesto a CO, y entonces cuantificado por el analizador
infrarrojo. El IC proviene del carbono presente en la muestra como carbonatos y bicarbonatos. El

TOC se obtiene sustrayendo el IC del TC.

2.4.7 Medicion de osmolalidad de los medios de cultivo.

Se tomaron muestras de los medios de cultivo con altas concentraciones de sustrato (30, 50 y
100 g/L de glucosa), antes de la inoculacion y al término del cultivo. En este Gltimo caso, la
muestra fue centrifugada por 10 min a 14,000 rpm para eliminar las células. Las muestras fueron
diluidas en agua destiladas antes de medir su osmolalidad empleando un osmoémetro crioscopico

Osmomat 030 (Gonotec, Berlin), amablemente prestado por el Dr. O. Pantoja, IBt-UNAM.



2.4.8 Extraccion de ARN de cultivos de Escherichia coli.

Para la extraccion de ARN de caldos de cultivo de E. coli, se tomaron aproximadamente 50 mL
(aprox. 0.02-0.03 g de biomasa) de muestra de cultivo y se recibieron en un tubo estéril y libre de
nucleasas de 50 mL, mantenido en un bafio de hielo. El tubo contenia 2 mL del reactivo comercial
RNAlater™ de Ambion. Este reactivo permeabiliza en las células, estabilizando y protegiendo el
ARN. En conjunto con la baja temperatura, se minimiza la sintesis y degradacion de ARN después de

la toma de muestra y durante el correcto procesamiento de la misma.

El ARN total se extrajo mediante el método del fenol caliente (Flores et al., 2005), precipitando los
acidos nucleicos en 40 pL de acetato de sodio a una concentracion 3 M y 1 mL de etanol. A las
muestras asi obtenidas, se les agregd 1 uL de inhibidor de ribonucleasas (Ambion, USA), con la
finalidad de evitar una degradacion posterior del ARN. El ARN total asi obtenido, se traté con
DNAsa (Turbo DNA-free™, Ambion), siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN purificado
se cuantifico cuidadosamente por densitometria en geles de agarosa al 1.2 %, en los que también se

verifico su integridad.

2.4.9 Sintesis de ADN complementario.

El cADN se sintetizd por el método de sintesis de primera cadena de ADN empleando
oligonucledtidos especificos para cada gene a analizar (ver tabla 2.3), empleando el producto Revert
Aid™ Minus H First Strand cDNA Sintesis Kit, de Fermentas Inc, siguiendo las indicaciones del

fabricante.

Los oligémeros descritos en la tabla 2.3 fueron también empleados para la amplificacion especifica
en la reaccion de PCR en tiempo real (secc. 2.4.9). Las secuencias fueron disenadas con el programa
Primer Express Software (PE Applied Biosystems), el cual minimiza la probabilidad de que los
oligobmeros seleccionados puedan amplificar un gene distinto al gene a analizar. El tamafio de los

productos de amplificacion a obtener con los oligdbmeros disefiados es de 101 bases.



Tabla 2.8 Secuencias de los oligomeros utilizados para los estudios de nivel relativo de transcripcion por RT-PCR*.

Gene Oligomero Secuencia del oligomero
aceA aceA a ACATGGGCGGCAAAGTTTTA
aceA b AACCAGCAGGGTTGGAACG
ackKA ackA a CTGGTTCTGAACTGCGGTAGTTC
ackA b GGCAGGTGGAAACATTCGG
adhE adhE a AAGTCCCTGTGTGCTTTCGG
adhE b TGCAGAGCCTGACCATCAGA
arcA arcA a ATCACCAAACCGTTCAACCC
arcA b ACGCTACGACGTTCTTCGCT
arcB arcB a AATCTGACGGCGCAGGATAA
arcB b TGACCCAGCTGTTGCAGATG
cydA cydA a AATCCACCACACCAAACACCA
cydA b TGATCAGCTCTTCAACCGGC
cyoB cyoB a CTGACCTCCGTCGACCATAAA
cyoB b TGGCTACGCATCATAATGGC
fdhF fdhF a GCAGTACGGTGAAGCGTTTG
fdhF b CTTCCGGGTAACGTTTCAGG
fnr for a CGGAAAAGCGAATTATACGGC
far b TTCGTTGAGTGTGAACGCGA
frdD frdD a TGGTCGCGTATTCCTGTTCC
frdD b CCGCAGGTACGTGGATTTTC
fumA fumA a ATGTCGATCAACTGCAAGCG
fumA b GAAGCCGCCGTGTTTTTTAC
fumB fumB a GTACCCTCGGTACTGCAGCC
fumB b AGCGCTTGCTAACTTGACGG
gfp gfpa TGGCGAAAACAATGAACACC
efpb ATGGATCCCTCTTTCTGGCA
ihfB ihfB a GCCAAGACGGTTGAAGATGC
ihfB b GAGAAACTGCCGAAACCGC
IdhA 1dhA a GGCGTGATGATCGTCAATACC
IdhA b ACGTCCATACCCAACGAACC
luxS luxS a CGTGGCCAACCCTAGTCACT
luxS b GGGCATGGCACTCTTGAAAA
pflD pflD a AAAGTCCGCGCTCGCTTAAT

pflD b TCTTTGCAGTAGTGGCGCAA




Tabla 2.8, continuacion.

Gene Oligémero Secuencia del oligdbmero
poxB a AAAAGCCGATCGCAAGTTTC
poxB poxB b GGTGAATGGCTTTCTCGCTC
sdhB a TGAACGGCAAGAATGGTCTG
sdhB sdhB b GATCACCGGTAAACCTGGCA
sodA a AATCCACCACACCAAACACCA
SodA sodA b TGATCAGCTCTTCAACCGGC
sucA a GCGGCAAAGAAACCATGAAA
SUCA sucA b TTCGGTGCTGGTAATGTGCA
sucB a GCAGTACGGTGAAGCGTTTG
sucB sucB b CTTCCGGGTAACGTTTCAGG

[T

* Los oligbmeros “a” se unen al extremo 5" y los oligdbmeros “b” al extremo 3". Todas las secuencias de los

oligdbmeros se indican en el sentido de 5" a 3".

2.4.10 PCR (semi) cuantitativa en tiempo real.

La reaccion de PCR en tiempo real se llevo a cabo en el equipo ABI Prism 7000 Sequence Detection
System (Perkin-Elmer/Applied Biosystems), empleando el kit SYBR Green PCR Master Mix
(Perkin-Elmer/Applied Biosystems). Las reacciones de amplificacion se ejecutaron por 10 min a
95 °C, con un ciclo de dos pasos a 95 °C por 15 s y 60 °C por 60 s por un total de 40 ciclos. Al
emplear los oligdbmeros descritos en la tabla 2.3, el tamafio de los amplimeros obtenidos por el este

método de PCR es de 101 pares de bases.

Cada reaccion de PCR en tiempo real se llevo a cabo en un volumen de 15 pL, en los cuales la
concentracion de amplimeros fue de 0.2 pM. Cada reaccion contenia 5 ng de cADN. Cada reaccion
se ejecutd por triplicado para cada gene de cada condicion evaluada. La diferencia entre los
resultados de cada reaccion por triplicado fue menor a 0.3 SD. Se incluy6 siempre un control sin
templado y con la mezcla de reaccion de cada gene. Se incluy6 también una reaccion por triplicado
para el gene ihfB de cada muestra en las condiciones evaluadas, para ser empleado como gene control

(ver seccion 2.5.2).



2.5 Métodos de calculo

2.5.1 Calculos cinéticos y estequiométricos

Las velocidades especificas de crecimiento, consumo de sustrato y de produccion de acetato y GFP

fueron calculadas de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

w=(dX /dt)/X 2.2)
qs=-(dS/dt)/ X 2.3)
qorr = (dGFP /dt) / X (2.4)
quo=(dAO /dt)/ X (2.5)

Los rendimientos se calcularon como sigue (en fase exponencial de cultivos, o globales, segun se

indique en el texto):

Y x5 = - (dX/dS) (2.6)
Y crris = (d GFP/dS) (2.7)
donde:

pn:  Velocidad especifica de crecimiento [h']

gs: Velocidad especifica de consumo de sustrato [g/gh]

qerr : Velocidad especifica de produccion de GFP [g/gh]

gaot . Velocidad especifica de produccion de acido organico [g/gh]

X: Concentracion de biomasa [g/ L]

GFP: Concentracion de GFP [g/ L]

S: Concentracion de glucosa [g/ L]

AQO:  Concentracion de acido organico [g/ L]

t: Tiempo [h]



2.5.2 Calculos respiratorios.

Las velocidades especificas de consumo de oxigeno y generacion de dioxido de carbono fueron

calculadas para los cultivos continuos incluyendo los datos obtenidos del analisis de gases y la

concentracion de biomasa, de acuerdo con las siguientes expresiones:

Q 273 (Corg—Con g)/ 100
OUR = X X O2 E 02 S

VvV (TH273) R
qJoz2 = OUR /X

273 (CCOZ ST CCOZ E) /100

CER = X X

V o (T+273) R
Jco2 = CER /X

RQ = CER / OUR

donde:

OUR : Velocidad volumétrica de consumo de oxigeno

Q:  Flujo volumétrico de gas de salida
V:  Volumen del cultivo
T: Temperatura

Coze: Concentracion de oxigeno en el gas de entrada
Cozs: Concentracion de oxigeno en el gas de salida
R: Constante estandar de gases

do2:  Velocidad especifica de consumo de oxigeno
CER = Velocidad volumétrica de generacion de CO,
Ccozs: Concentracion de CO, en el gas de salida

Cco2e: Concentracion de CO; en el gas de entrada

[mmol /L h]
[L/h]

[L]

[°C]

[%]

[ %]
=224[L/mol ]
mmol /g h ]
mmol /L h ]
%]

[
[
[
[%]

(2.8)

(2.9)

(2.10)

2.11)

(2.12)



qcoz :  Velocidad especifica de produccion de CO, [ mmol/gh]

daot . Velocidad especifica de produccion de acido orgénico [g/gh]
X: Concentracion de biomasa [g/ L]
RQ: Cociente respiratorio [ mol CO, / mol O; ]

2.5.3 Balances de carbono.

Los balances de carbono en cultivos continuos se realizaron empleando un modelo de caja negra:

Cs = Croc + Ccoz *+ Cic (2.13)

Donde (todas las concentraciones en g/L):

Cs = Carbono proveniente del sustrato de entrada
Croc = Carbono organico total en la muestra de efluente
Ccoz = Carbono contenido en el CO, producido

Cic = Carbono inorgéanico en la muestra de efluente.

2.5.4 Calculo de niveles de transcripcion relativos.

Los niveles de transcripcion se calcularon de acuerdo al método propuesto por Livak y Schmittgen
(2001). Brevemente, dicho método considera una amplificacion exponencial del ADN durante los ciclos
de reacciones de PCR. Se define el parametro Nt como el ciclo umbral, esto es, el nimero de ciclo en el
cual las moléculas de ADN iniciales alcanzan un nivel umbral predeterminado. Este nivel se define,
durante un experimento de RT-PCR, para todas las muestran que se han sometido a amplificacion. Para
ello, se elige el ciclo umbral en el punto en que las reacciones de amplificacion se estan llevando a cabo a
velocidades similares, indicadas por las pendientes en las graficas de sefial de amplificacion durante los
ciclos de PCR, la cual es dada por la sefial de fluorescencia del SYBR Green. La identificacion del ciclo
Nr puede ser ejecutada por el programa de analisis del ABI Prism 7000 Sequence Detection System. En
todos los analisis de RT-PCR, se incluyeron reacciones por triplicado para el gene ihfB de cada
muestra. Este gene, cuyo nivel de expresidon no cambid en los diferentes cultivos (datos no

mostrados), se us6 como gene de control interno. El término ANt se define como la diferencia entre



los ciclos umbral para el gene a analizar (denominado X) y para el gene de referencia (ihfB, denotado

como R):

ANt = (N1 x - N1 R) (2.14)

Una forma de calcular un nivel de transcripcion, basado en la naturaleza exponencial de replicacion

del cADN, se puede calcular como:

Nivel de transcripcion = 2N (2.15)

El nivel de transcripcion calculado con la ecuacion 14, es un nivel relativo al gene ihfB, y se empleo
en un par de ocasiones para elucidar la expresion diferencial de citocromos y fumarasas en E. coli,

como se explica en el capitulo 3.

Para calcular el nivel de transcripcion de una muestra obtenida de una condicion B, relativo a una

muestra proveniente de una condicion A, se calcula el parametro AANr asi:

AANT = (ANT’ B —ANT’A) (216)

Finalmente, el nivel de transcripcion de un gene en una condicion, relativo a otra condicion se

calcula como:

Nivel de transcripcion = 24N (2.17)
Este es el modo mas comun de reportar niveles de expresion.

2.5.4.1 Interpretacion de los niveles de transcripcion.

En un experimento de RT-PCR, el nimero de ciclo umbral es inversamente proporcional a la
cantidad de cADN del gene a analizar, y ésta a su vez es directamente proporcional a la cantidad de

mARN presente en la muestra original. Esto ocurre debido a la naturaleza exponencial de sintesis de

cADN. Por lo tanto, tenemos los siguientes casos:



1) AANt = 0; lo cual implicaria que no hay diferencia en la cantidad de mARN presente en la
muestra original. En consecuencia, 2N = 1, lo que se significa que no hubo cambio en el nivel

relativo de transcripcion del gene analizado en las dos condiciones experimentales.

i1) AANt > 0; lo cual significa que la cantidad de mARN del gene analizado fue menor en la situacion B
que en la situacion A. Por lo tanto, 2**NT < 1, lo que se interpreta como una menor transcripcion (del

gene analizado) en la condicion B, relativo a la condicion A.

i1) AANT < 0; lo cual significa que la cantidad de mARN del gene analizado fue mayor en la situacion B
que en la situacion A. Por lo tanto, 2N > 1, lo que se interpreta como una mayor transcripcion (del

gene analizado) en la condicion B, relativo a la condicion A.



3. Resultados y discusion.

El presente capitulo se divide en cuatro secciones. Las dos primeras muestran los resultados de
experimentos dirigidos a investigar las respuestas fisioldgicas de E. coli ante exposiciones ciclicas a
condiciones anaerobias. La tercera seccion reporta el disefio y evaluacion de cepas mutantes con un
mejor desempefio ante oscilaciones de oxigeno disuelto. La ultima seccion presenta la aplicacion de
una cepa mutante en cultivos con elevadas concentraciones de glucosa. Esta Gltima seccion presenta
una alternativa a los cultivos alimentados, evitando la inherente presencia de regiones con altas

concentraciones de sustrato en el biorreactor, originadas de procesos de mezclado deficiente.

3.1 Efectos de los gradientes espaciales en Escherichia coli.

3.1.1 Dinamica del metabolismo de fermentacion de E. coli ante gradientes espaciales de

glucosa aerobios y anaerobios.

El efecto de la exposicion de las células a cambios transitorios en la concentracion de sustrato, como
puede ocurrir en cultivos alimentados de gran escala, fue investigado en un sistema de dos
compartimentos tipo STR-PFR. El STR fue operado en continuo (quimiostato) para observar los
cambios en las células al pasar de un estado fisioldgico constante y bien definido, a un incremento
stbito de concentracion extracelular de glucosa. De este modo, el quimiostato representa las regiones
alejadas del punto de adicion de sustrato en un cultivo industrial, en donde la concentracién de
glucosa es practicamente cero. El transito de las células a regiones con alta concentracion de glucosa
es simulado en un PFR en donde se inyecta un pulso de una solucién de glucosa. En la tabla 3.1, se
muestran las caracteristicas mas importantes del quimiostato de E. coli W3110 durante el estado de
equilibrio, el cudl se defini6é una vez que se alcanzaron lecturas constantes en el analisis de los gases

exhaustos.

La tasa de dilucion de 0.1 h™ se eligié para ser representativa de las velocidades de crecimiento
tipicas empleadas en cultivos alimentados de E. coli. Los valores reportados en la tabla 3.1 comparan
bien con los reportados por otros autores (v. gr., Kayser et al., 2005). Es interesante notar que, a pesar

de la baja velocidad de crecimiento y las condiciones completamente aerobias del cultivo, se observo



una ligera acumulacion de acetato y formato, del orden de miligramos por litro. Como se detallé en el
capitulo de Material y Métodos, una pequefia fraccion de la corriente de salida del quimiostato se
derivé para ser introducida al PFR. En las siguientes secciones se describen los resultados de los
pulsos de glucosa bajo condiciones aerobias o anaerobias. El tiempo de residencia en el PFR fue de
110.3 s, y se tomaron 11 muestras a lo largo del mismo. Esto permitié tener una ventana de
observacién mas corta de lo que anteriormente se ha usado para estudios con E. coli. De hecho, la
segunda muestra en el PFR se tomd tras 4.6 s de exposicion de E. coli al gradiente de glucosa, lo que
podria compararse al tiempo de residencia de las células a regiones con alta concentracion de sustrato

en un cultivo alimentado industrial.

Tabla 3.1. Principales parametros al estado estacionario del cultivo continuo de Escherichia coli W3110.

Parametro (Unidades) Valor
D (h™h 0.100
X (g/L) 2.790
Y xis (9/9) 0.370
Jco2 (mmol /g h) 3.410
Joz (mmol /g h) 3.783
RQ 0.901
Glucosa (g/L) 0.025
Acetato (mg/L) 5.000
Formato (mg/L) 0.224
Recuperacion de carbono (%) 101
Gs (9 /g h) 0.268
q Acetato (Mg /g h) 0.179
q Formato (Mg /g h) 0.008




3.1.1.1 Pulsos de glucosa bajo condiciones aerobias.

En la fig. 3.1 se muestra la concentracion de O, y CO; en el gas de salida del quimiostato, y el perfil
de TOD en el PFR durante pulsos continuos de glucosa en condiciones aerobias. La composicion de
los gases exhaustos proporciond informacion para comprobar que se alcanzé el estado estacionario
en el quimiostato (fig. 3.1 A). La fig. 3.1 B muestra que en el quimiostato la TOD era de 116 %,
debido a la ligera sobrepresion con la que fue operado (ver Material y Métodos). Durante el transito
al PFR (que tom¢ alrededor de 2 s), la TOD disminuy6 a 80 %, probablemente debido a la reduccion
a presion normal. En la entrada al PFR se observé un ligero incremento de la TOD, llegando a 89 %,
debido probablemente a la transferencia de oxigeno de la mezcla aire/oxigeno. La TOD se redujo
durante los siguientes 25.5 s, periodo que coincide con una alta velocidad de produccién de

subproductos, como se detalla mas adelante.
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Después de los primeros 25.5 s, la TOD se mantuvo en niveles de 66 - 59 %, lo que indica que la
velocidad de transferencia de oxigeno al PFR fue sélo ligeramente menor que la velocidad de
consumo en el mismo. Este segundo periodo coincide con una menor velocidad de acumulacion de

acetato y formato, que se discutira mas adelante. En general, la fig. 3.1 demuestra que con la



estrategia descrita en Material y Métodos, se garantizaron condiciones aerobias durante el paso de las

células a regiones con alta concentracion de glucosa.

En la fig. 3.2 se muestra el perfil de concentracion extracelular de glucosa y metabolitos de
fermentacion tras pulsos de glucosa bajo condiciones completamente aerobias. Las barras de error
muestran las diferencias entre dos experimentos de pulsos de glucosa. De acuerdo con el arreglo
experimental, la concentracion de glucosa en el medio se incrementd subitamente de
0.008 + 0.002 g/L a 2.97 £ 0.006 g/L, para llegar a valores de 2.78 + 0.007 g/L a los 110.3 s de
residencia en el PFR (fig. 3.2 A). Esto significa un consumo de 0.19 g/L (1.06 = 0.073 mmol/L) de
glucosa por E. coli durante su residencia en el PFR.
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Se analizaron todas las muestras en busca de metabolitos de fermentacion acido-mixta, de los cuales
Unicamente se detectd acetato y formato. Ello confirma las condiciones completamente aerobias en el
PFR. Como se observa en la fig. 3.2 B y C, se encontrd acumulacion de acetato y formato desde los
4.6 s de permanencia en el PFR. Es importante destacar que pueden distinguirse dos fases de
acumulacién de acetato y formato, en las que las velocidades de acumulacion son diferentes. La
primera fase, puede ser ubicada durante los primeros 13.6 s (después del pulso de glucosa), en la que
se produjeron 2.29 + 0.14 mg/L de acetato y 2.00 £ 0.022 mg/L de formato, mientras que durante los
96.7 s restantes, se produjeron 2.23 £ 0.62 mg/L de acetato y 0.624 + 0.035 mg/L de formato. La
linea vertical en la fig. 3.2 denota la division de estas dos fases.

3.1.1.2 Pulsos continuos de glucosa bajo condiciones anaerobias.

Para simular el efecto combinado que los gradientes de glucosa (de muy baja a alta concentracién)
pueden causar en biorreactores de gran escala, se realiz6 un experimento similar al anterior, pero
manteniendo condiciones anaerobias en el PFR. Como se detall6 en la seccion de Material y
Métodos, la TOD del quimiostato se redujo a 15 %, lo que garantiz6 condiciones completamente
anaerobias, pero facilito la transicion a anaerobiosis en el PFR. La disminucién de TOD no altero la
concentracion de CO, en los gases exhaustos, como se muestra en la fig.3.3 A. La concentracion de
biomasa, glucosa y acetato tampoco fueron afectados (datos no mostrados), por lo que se considera
que no se alter6 el estado estacionario alcanzado en el quimiostato. En la fig. 3.3 B se muestra el
perfil de TOD en el PFR para los experimentos de gradientes de glucosa bajo condiciones
anaerobias. Como se observa, la TOD disminuyé de 15 a 12 % durante los 2 s de transito de las
células del quimiostato al PFR. Una vez dentro del PFR, la TOD disminuy6 a 1.1 % luego de 4.6 s de
residencia, para alcanzar valores de 0.1 % en el resto del PFR. Con la estrategia seguida, se logré
simular gradientes simultaneos de concentracion de sustrato y TOD, haciendo pasar las células
completamente aerobias (quimiostato) a anaerobiosis (PFR), lo cual representa una ventaja para

generar mayor informacion en este tipo de estudios fisioldgicos.

A diferencia de las exposiciones subitas a altas concentraciones de glucosa bajo condiciones
aerobias, en los que sélo se detectd la acumulacion de acetato y formato, durante la transicion de un

ambiente aerobio y limitado en fuente de carbono a un ambiente rico en glucosa pero anaerobio, las



células de E. coli acumularon todos los productos de fermentacién acido-mixta. La fig. 3.4 ilustra la

formacion de dichos productos y el consumo de glucosa.
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Nuevamente, el acetato y el formato fueron los productos mayormente acumulados, llegando a
concentraciones de 22.8 £ 1.58 y 19.91 + 0.59 mg/L, respectivamente. El lactato fue el tercer
metabolito mas acumulado (10.04 + 0.49 mg/L), seguido del etanol (9.06 £ 0.56 mg/L) y el succinato
(5.39 + 0.11 mg/L). Al igual que en el caso de gradientes de sustrato en condiciones aerobias, se
identificaron dos diferentes fases de produccion de metabolitos: de 0 a 13.6 s de residencia en el
PFR, las velocidades de acumulacion fueron altas, mientras que de 13.6 a 110.3 s, las velocidades
decrecieron notoriamente. En la siguiente seccién se detallan las velocidades de produccion

calculadas para cada fase y las implicaciones que ello puede tener en los bioprocesos.
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Figura 3.4. Perfiles de concentracion de A) glucosa, B) acetato, C) formato, D) lactato, E) succinato, y F) etanol

durante el transito de E. coli por gradientes de sustrato combinados con anaerobiosis. Las barras de error ilustran las

diferencias entre dos experimentos independientes. Las lineas verticales indican diferentes fases de produccién de
metabolitos (ver texto).

3.1.1.3 Discusion.

Como se ha discutido anteriormente, la presencia de gradientes de glucosa en cultivos industriales es
un problema que ha sido ampliamente estudiado. Sin embargo, gran parte de los estudios realizados
han implicado tomas de muestra después de tiempos relativamente largos de exposicion E. coli a
regiones con alta concentracion de glucosa, generalmente de mas de 10 s (Bylund et al., 1999; Xu et
al., 1999; Enfors et al., 2001).



Dichos estudios han empleado también un PFR en el que aplican soluciones concentradas de glucosa,
y se ha asumido que existe limitacion de oxigeno a lo largo del PFR, aunque a hasta ahora no se han
mostrado perfiles de TOD. En el sistema de biorreactores aqui empleado, se ha logrado evaluar el
efecto de gradientes de sustrato, de manera independiente de los gradientes de sustrato combinados

con anaerobiosis, lo que fue comprobado al medir la TOD en once puntos a lo largo del PFR.

Cabe resaltar que bajo condiciones aerobias, un gradiente de glucosa (de 0.008 a 2.973 g/L) provoco
sobreflujo metabdlico, el cual resulta en la produccion inmediata de acetato. El sobreflujo metabdlico

sera descrito con mas detalle en otras secciones de este capitulo.

En la fig. 3.5, se comparan las velocidades especificas de consumo de glucosa en el quimiostato y
PFR. Como puede verse, el valor de gs aumentd mas de 9 veces tras un pulso de glucosa (de 0.243 a
2.239 g/g h) cuando las células de E. coli pasaron del quimiostato al PFR. El valor de gs en el PFR
sin duda esta por encima del valor umbral que provoca el sobreflujo metabdlico. Por ejemplo, se ha
reportado (Kayser et al., 2005) la produccién de acetato en quimiostatos aerobios de E. coli TG1 a
valores de gs a partir de 0.640 g/g h. El sobreflujo metabdlico (producciéon de acetato) es una
respuesta de E. coli que coincide con un subito incremento de la velocidad de consumo de glucosa, y
la produccion de acetato fue tan rapida que pudo detectarse a partir de los 4.6 s de exposicion de

E. coli al cambio subito de concentracion de glucosa (fig. 3.2).
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Ademas del acetato, se detecté acumulacion de formato durante pulsos de glucosa en condiciones
aerobias. Otros autores han observado también la produccién de formato por E. coli bajo condiciones
aerobias (Castan y Enfors, 2002; Sandoval-Basurto et al., 2005; Lara et al., 2006 A, B). Aunque el

mecanismo exacto por el cual se activa la produccién de formato bajo condiciones aerobias es



desconocido, se ha relacionado han relacionado su produccién con la liberacion de ADN celular al
medio de cultivo (Castan y Enfors, 2002). La acumulacién de formato también se observé desde los

4.6 s de residencia de E. coli en el PFR.

Durante el transito de E. coli en gradientes de glucosa bajo condiciones aerobias, se observaron dos
diferentes etapas en la produccién de acidos organicos (delimitadas por una linea vertical en la
fig. 3.2B, C). La fig. 3.6A muestra la diferencia entre las velocidades de produccion de formato y
acetato en cada etapa. Es interesante observar que la produccion de acetato cayo alrededor de 8 veces

(de 0.218 + 0.013 2 0.028 £ 0.003 g / g h) comparando la primera fase de produccion con la segunda.

La fase de rdpida acumulacion de acetato coincide con la caida de TOD en el PFR (fig. 3.1). El
sobreflujo metabodlico ocurre en estrecha dependencia de dos parametros: la velocidad especifica de
consumo de glucosa, y la de consumo de oxigeno (Eiteman y Altman, 2006). Es posible que durante
los primeros 13.6 s de exposicion de E. coli a altas concentraciones de glucosa hubiera una alta tasa
de respiracion (evidenciada por la caida de TOD), y ello combinado con una alta gs, provocara la

elevada Qacetato-
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O Fase 2
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De hecho, el valor de Qacetato de la primera fase en el PFR, es comparable al valor reportado para una
velocidad de consumo de oxigeno por E. coli de alrededor de 5.5 mmol O, / g h (0.99 g/g h)
(Alexeeva et al., 2000), 45 % maés alta de la observada en el quimiostato (tabla 3.1).

La rapida acumulacion de acetato desde el inicio de la exposicion de E. coli a un incremento subito
de concentracion de sustrato significa que la via de produccion de acetato mediante la PTA y la ACK
(fosfotranscetilasa y acetato cinasa, respectivamente) es muy sensible y de hecho, es una via
constitutiva en E. coli (Clark, 1989; Wolfe, 2005). La fig. 3.2 demuestra que estas enzimas presentes
en E. coli adn sin sobreflujo metabdlico, son lo bastante eficientes para la acelerada produccion de

acetato.

La disminucion de Qacetato después de 13.6 s de permanencia de E. coli en el PFR puede deberse a la
naturaleza transitoria de la respuesta celular a gradientes ambientales (mas intensa al inicio, mas lenta
en cuanto se prolonga la exposicion a la segunda condicién ambiental), o bien a que las vias de
produccién d acetato fueron saturadas y parte del acetato producido hubiera sido reasimilado por

E. coli a través del CAT vy el resultado neto de acumulacién observado sea menos intenso.

La produccién de formato bajo condiciones aerobias siguié un patron similar, presentando una Qrormato
de 0.19 + 0.02 g/g h durante los primeros 13.6 s, para disminuir a 0.01 + 0.001 g/g h durante el resto
del tiempo. Cabe hacer notar que aunque el gene pfl, que codifica para la enzima responsable de la
formacion de formato a partir de piruvato (piruvato formato liasa, o PFL), es una enzima expresada
bajo condiciones anaerobias, la acumulacion de formato se observé desde los 4.6 s de exposicion al
gradiente de sustrato, bajo condiciones aerobias. La regulacion de la sintesis de la PFL es compleja,
sin embargo se sabe que bajo condiciones aerobias existe un nivel basal de PFL presente en E. coli
(Pecher et al., 1982). Por lo tanto, la produccion de formato observada en el PFR es debida a una

activacion de la PFL presente, mediante un proceso sumamente eficiente.

Durante el gradiente de glucosa bajo condiciones anaerobias, la produccion de los metabolitos de
fermentacion también puede ser separada en una fase rapida (de 0 a 13.6 s de exposicion al
gradiente) y de una segunda fase mas lenta (de 13.6 s a 110.3 s de permanencia en el PFR) (figs. 3.4
y 3.6). Durante los primeros 13.6 s, el acetato y el formato fueron lo metabolitos méas rapidamente
acumulados, a velocidades de 0.55 + 0.12 y 0.32 £+ 0.07 g/g h, respectivamente. Estas velocidades

son mas del doble que las observadas durante gradientes aerobios de glucosa.
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Es posible que en este caso se haya observado una combinacion del gradiente de glucosa combinado
con el cambio subito a condiciones anaerobias. Después del acetato y formato, los metabolitos méas
rapidamente acumulados fueron (en orden descendente), el etanol (0.12 £ 0.06 g/g h), el lactato
(0.09 £ 0.01 g/g h) y el succinato (0.07 + 0.01g/g h). Durante la segunda fase de permanencia en el
PFR, el patron de velocidades de produccion cambio, siendo ahora el formato el metabolito méas
rapidamente acumulado (0.22 + 0.01 g/g h), seguido del acetato (0.15 = 0.01 g/g h), mientras que el
resto de los metabolitos de fermentacion presentaron menores variaciones en sus velocidades de

produccion (fig. 3.6).

Durante la estancia de E. coli en el PFR, puede asumirse que la concentracion de enzimas presente es
constante, ya que 110.3 s es un tiempo insuficiente para llevar a cabo la secuencia completa de los
eventos de induccidn genética, transcripcion y traduccion de proteinas. Esta consideracion es
particularmente importante durante los primeros 13.6 s en el PFR bajo condiciones anaerobias, en los
que se ha observado una alta acumulacion de metabolitos de fermentacion. Durante la exposicion de
E. coli a gradientes de glucosa en condiciones anaerobias, se observé la acumulacion de todos los
metabolitos de fermentacion luego de 4.6 s de estancia en el PFR (fig. 3.4). Por lo tanto, la
produccién de estos acidos organicos debio ser catalizada por enzimas presentes en la célula ain en
las condiciones aerobias del quimiostato. Como ya se ha mencionado, la PFL tiene un cierto nivel
basal en E. coli bajo condiciones aerobias, y la via PTA-ACK de produccidon de acetato es
constitutiva. Por otra parte, la lactato deshidrogenasa (LDH), enzima responsable de la sintesis de
lactato en E. coli, estd presente en condiciones aerobias y anaerobias (Mat-Jan et al., 1989). Su
induccion en condiciones aerobias requiere acidificacion del medio, es posible que por ello no se
haya detectado produccion de lactato durante pulsos de sustrato bajo condiciones aerobias. Por otra
parte, también se detectd etanol desde etapas tempranas en el PFR. La alcohol deshidrogenasa
(ADH) es la enzima responsable de la produccion de etanol a partir de acetil-CoA en dos reacciones
consecutivas. La ADH fermentativa es codificada por el gene adhE, cuya induccion ha sido
encontrada solo en condiciones anaerobias (Clark, 1989). Sin embargo, los datos mostrados en la
fig. 3.4, implican que algin nivel basal de la ADH debe estar presente en E. coli en condiciones

aerobias.

En total, se produjeron 4.52 mg/L de acetato (0.15 mmol C/L) y 2.63 mg/L de formato
(0.06 mmol C/L) durante los 110.3 s de permanencia de E. coli en el PFR bajo condiciones aerobias.

Esto significa que durante este proceso, se desperdicio, como productos de fermentacion,
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aproximadamente 3.30 % de los moles de carbono provenientes de la glucosa consumidos en el PFR.
En contraste, cuando el aumento subito en concentracion de glucosa se combind con condiciones
anaerobias, E. coli produjo en total 1.75 mmol C/L de productos de fermentacion, formados a partir
de 13.29 + 1.26 mmol C/L de glucosa consumida. Esto significa una fuga del 13.19 % del mmol C/L
de la glucosa consumida hacia productos de desecho. Las implicaciones que esto puede tener en la
gran escala son claras: un tiempo de exposicion de E. coli a gradientes de glucosa menor de 5 s, es
suficiente para activar el sobreflujo metabdlico y la produccién de formato, ain en condiciones
completamente aerobias. Basados en los perfiles de TOD de la fig. 3.1, confirmamos que la presencia
de gradientes de glucosa muy probablemente esté combinada con gradientes de oxigeno que
conduzcan a zonas con limitacién del mismo, ya que los cultivos a nivel industrial dificilmente se
operan a valores de TOD tan altos como los mostrados en la fig. 3.1. Los gradientes de oxigeno son
un fendmeno complejo en los que intervienen, ademas de procesos de mezclado, procesos de
transferencia de masa. Por lo tanto, si bien los gradientes de glucosa no necesariamente coincidiran
con los gradientes de TOD a través de un biorreactor industrial, si es razonable pensar que las
regiones con alta concentracion de sustrato podran también presentar limitaciones de oxigeno en

biorreactores alimentados.

En la segunda parte de este estudio, los gradientes de glucosa se combinaron con gradientes de TOD,
y la respuesta del metabolismo de fermentacion fue notoriamente intensificada. Nuevamente, basto
una exposicion menor de 5 s de E. coli a dichas condiciones, para redirigir los flujos de carbono

hacia la produccion de metabolitos de fermentacion.

Se ha estimado (Enfors et al., 2001) que el tamafio de los campos con alta concentracién de glucosa
en aproximadamente el 10 % del volumen del biorreactor. Si tomamos un tiempo de circulacion en
un biorreactor industrial de 50 s, entonces en promedio las células permanecerian en las regiones con
altas concentraciones de sustrato alrededor de 5 s, precisamente el tiempo en el que se observo una

activacion del metabolismo de fermentacién en E. coli.

3.1.1.4 Conclusiones Parciales.

En el presente estudio, se analiz6 la respuesta dindmica del metabolismo de fermentacion de E. coli a
gradientes de glucosa, bajo condiciones completamente aerobias y en combinacion con anaerobiosis.

Se encontrd que el efecto directo de la exposicion a gradientes de sustrato, fue la activacion del
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sobreflujo metabolico y la produccién de formato, en menos de 5 s después del cambio de
concentraciones de glucosa. Si los gradientes de sustrato se combinan con escasez de oxigeno, el
metabolismo de fermentacion es activado también en menos de 5 s. Los flujos de carbono hacia las
vias fermentativas fueron altos durante los primeros 25.5 s de exposicion a gradientes, disminuyendo
durante el resto del tiempo de permanencia de E. coli en el PFR. Los resultados mostrados, indican
que el fendmeno de un cambio subito de aerobiosis a anaerobiosis, tiene mayor relevancia para la
respuesta del metabolismo de fermentacion y con ello la acumulacion de subproductos que redundara

en un deficiente desempefio de biorreactores industriales.

Estos resultados son relevantes para estimar que en biorreactores alimentados de escala industrial, los
mencionados metabdlicos muy probablemente estaran presentes, ya que la ventana de tiempo
empleada en nuestros experimentos, permitid analizar la respuesta de E. coli en tiempos de

exposicion a gradientes de glucosay TOD que pueden ocurrir en la gran escala.

Ya que la exposicion de E. coli a incrementos subitos en la concentracion de glucosa tiene efectos
mas importantes bajo condiciones anaerobias que bajo condiciones aerobias, en la siguiente seccion
se presentan estudios sobre el efecto de exposiciones repetidas de E. coli a condiciones anaerobias,

sin variaciones repentinas de concentracion de sustrato.
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3.1.2 Respuestas transcripcionales y metabolicas de Escherichia coli recombinante a gradientes
espaciales de oxigeno disuelto.

3.1.2.1 Cultivos de E. coli recombinante a TOD constante.

Se realizaron cultivos controlados a una TOD de 10 % en el Baeropio Sin recirculacion de caldo de
fermentacion para caracterizar el comportamiento cinético de E. coli bajo condiciones aerobias
constantes. El valor de TOD de 10 % fue seleccionado como un valor adecuado para asegurar
condiciones aerobias, y a la vez es suficientemente bajo para permitir el establecimiento de
gradientes de oxigeno disuelto satisfactorios en el sistema de escalamiento descendente (De Ledn et
al., 2003; Sandoval-Basurto et al., 2005). La cinética tipica de crecimiento, consumo de glucosa,
produccién de acidos organicos y perfiles de control de pH y TOD se muestran en la fig. 3.7. Las
barras de error corresponden a la diferencia entre dos cultivos. Como se observa en la fig. 3.7 C, el
acetato se acumulé hasta una concentracién maxima de 0.674 g/L, debido al efecto del sobreflujo
metabolico. Se acumularon ademés cantidades pequefias de otros metabolitos de fermentacion,
incluyendo formato (0.343 g/L), succinato (0.050 g/L), lactato (0.010 g/L), y etanol (0.184 g/L). Una
vez agotada la glucosa, se observd reasimilacion de acetato y succinato. Como se esperaba, la
produccidn de proteina verde fluorescente (GFP) se observo desde el inicio del cultivo, debido a que
el inductor IPTG se agreg6 al momento de la inoculacion. La velocidad de crecimiento especifica
durante la fase exponencial y la concentracion méaxima de GFP alcanzada fueron 0.225 ht vy
0.122 g/L, respectivamente. Se realizaron ademas cultivos recirculados manteniendo condiciones
aerobias en ambos compartimentos, con resultados similares, excepto que se observo una fase lag
mayor (2 h) y una concentracion maxima de acetato ligeramente mayor (0.790 g/L). Estos
resultados indican que el estrés mecéanico en E. coli en los cabezales de las bombas no fue relevante,

lo que concuerda con reportes previos (Onyeaka et al., 2003; Sandoval-Basurto et al., 2005).

3.1.2.2 Cultivos de E. coli recombinante a TOD oscilante.

Con la finalidad de imitar condiciones de biorreactores de gran escala, E. coli fue recirculada
continuamente entre los compartimentos aerobio y anaerobio del sistema de escalamiento

descendente. Los cultivos se ejecutaron por duplicado y los resultados cinéticos se muestran en la
fig. 3.8. A lo largo de los cultivos, se mantuvo un gradiente de al menos 9 % de TOD (fig. 3.8 A). Se
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observaron diferencias importantes en el comportamiento de estos cultivos respecto a cultivos
aerobios a TOD de 10 %.
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La velocidad especifica de crecimiento disminuyd en un 30 % respecto a cultivos a TOD constante,
mientras que la velocidad especifica de consumo de sustrato (qs) se triplicd. Ademas, las
concentraciones maximas de acetato, formato, succinato, lactato, y etanol se incrementaron en
promedio 2, 2.15, 21, 53 y 1.8 veces, respectivamente, comparadas con los cultivos a TOD constante
(fig. 3.7). Este comportamiento es evidencia de que las células desviaron su metabolismo de

respiracion aerobia a la fermentacion acido-mixta, en respuesta a condiciones anaerobias
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intermitentes tan cortas como 33 s, con la consecuente reduccion en la eficiencia de generacion de
energia (Cronan y Laporte, 1996).
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Las concentraciones de metabolitos de fermentacion producidos para mantener el balance redox
durante el crecimiento bajo condiciones anaerobias transitorias, declinaron cuando la concentracion
de glucosa cay6 a valores cercanos a 0.15 g/L.

La concentracion maxima de GFP producida se redujo en 17% en los cultivos oscilados comparada
con los cultivos control (fig. 3.8 C). Esto concuerda con reportes anteriores (Namdev et al.,1993;
Sandoval-Basurto et al. 2005), en los observé una reduccion en la produccion de proteina

recombinante y en la estabilidad del plasmido en cultivos de E. coli sometidos a condiciones de TOD
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fluctuantes. En el primer estudio, la induccion del gene recombinante se encontraba bajo control del
promotor del operdn trp, por lo que pudo ocurrir un retraso en la induccion debido a un consumo de
triptofano més lento y ello ser una causa de la reduccion de la proteina recombinante reportada. En el
presente estudio las condiciones de induccion (concentracion de IPTG y tiempo de induccion) fueron
constantes en los cultivos control y oscilados. En consecuencia, la pérdida en produccion de proteina
recombinante observada fue un efecto directo de los gradientes de TOD simulados. La limitacion de
oxigeno reprime al CAT, lo que lleva a un estado energético desfavorable y a una reduccion en la
produccion de aminoécidos como isoleucina, valina, y leucina (Konz et al., 1998). Ademas, se ha
reportado (Salmon et al., 2003) que bajo condiciones anaerobias se reprime la expresion de genes
relacionados con la biosintesis de aminoacidos como trpB y pheA en E. coli. Esto también puede
reducir la capacidad biosintética de la célula, repercutiendo directamente en la productividad de
proteina recombinante como se observo en los cultivos oscilados. Sin embargo, no se pueden extraer
conclusiones generales al respecto, ya que existen ejemplos de una mayor produccion y calidad de
proteina recombinante en cultivos bajo condiciones limitantes u oscilantes de TOD (Bylund et al.,
2000; De Leodn et al., 2003), lo que se contrapone a una capacidad biosintética reducida. Un
acercamiento mas profundo para comprender lo mecanismos que limitan la produccion de proteina
recombinante en el sistema de escalamiento descendente puede lograrse mediante el analisis

transcripcional, que se discute en las siguientes secciones.

3.1.2.3 Respuesta transcripcional de E. coli recombinante a gradientes de TOD.

Para el propdsito del presente estudio, se seleccionaron 21 genes cuya transcripcion fue analizada
mediante qRT-PCR. Los genes seleccionados incluyen aquellos relacionados a ramas del
metabolismo directamente afectadas por disponibilidad de oxigeno y cuya induccién afecta el
desempefio del bioproceso, como el metabolismo fermentativo y genes del CAT. En la fig. 1.3 se
muestran las reacciones en que dichos genes estan involucrados. Se seleccionaron ademas otros
genes que se consideraron importantes para evaluar la fisiologia de E. coli, como lo es una
superoxido dismutasa anaerobia (sodA), dos de los mas importantes citocromos (cydA y cyoB),
reguladores globales del metabolismo aerobio/anaerobio (fnr, arcA, and arcB), una sintasa sefial del
sistema de respuesta poblacional denominado quorum sensing (luxS), y el gene heter6logo

responsable de la produccion de GFP (gfp).

17



Los niveles de transcripcion relativos se muestran en las figs. 3.9 a 3.12. Particularmente, se observo
una diferencia importante en los niveles de transcripcion de genes del CAT y fermentacion acido-
mixta entre las muestras tomadas en los compartimentos aerobio y anaerobio del sistema de
escalamiento descendente (figs. 3.9-3.10). Esto demuestra que el tiempo de exposicion a condiciones
anaerobias fue lo suficientemente largo para inducir respuestas transcripcionales, pero no lo
suficientemente largo como para completar la transcripcion de los genes mostrados. Como se puede
ver en la tabla 3.2, el tiempo calculado para la transcripcion de una cadena de mARN de varios genes
de fermentacion &cido-mixta, es mayor que el tiempo promedio de residencia de las células en
Banaerobio (33 S) (con excepcion de frdD y IdhA, que son genes mas cortos). De acuerdo a esto, la
mayoria de los productos de transcripcion se detectan por la técnica de PCR hasta que las células han
pasado al compartimiento aerobio, y es entonces posible detectarlos por la técnica del PCR. En el
sistema de escalamiento descendente, las células son continuamente recirculadas al Banaerobio d€SpUES
de un tiempo de residencia de 17 s en el Baeronio. Por lo tanto, la diferencia en niveles de transcripcion
entre compartimentos, también implica que se lleva a cabo una muy eficiente, rapida y selectiva
degradacion de cadenas de mARN bajo condiciones oscilantes de TOD para la mayoria de los genes
de fermentacion &cido-mixta y del CAT. Estas consideraciones son consistentes con estudios
recientes que han demostrado que las bacterias pueden adaptarse a cambios en el ambiente de
crecimiento por una degradacion controlada y réapida del mARN (Kushner, 2002; Takamaya Yy
Kjelleberg, 2000; Wang et al., 2004). Particularmente, se ha encontrado que el oxigeno es
importante en la regulacion de las moléculas de mARN. Por ejemplo, se ha observado (Georgellis et
al., 1993) que la anaerobiosis produce una reduccién general en las tasas de degradacion de las
moléculas de mMARN estudiadas, en comparacién con condiciones aerobias. La degradacion selectiva
de mARN es también una estrategia para reducir el desperdicio de energia y evitar la sintesis de

proteinas que no seran utilizadas bajo las condiciones de crecimiento prevalecientes en ese momento.

Es interesante observar que genes como gfp, cyoB, cydA, luxS, sodA y reguladores globales
(fig. 3.12), no tuvieron una diferencia en sus niveles de transcripcion entre los compartimentos del
SED. Esto sugiere que bajo condiciones fluctuantes de TOD, una rapida induccion de genes y una
alta tasa de degradacion de las cadenas de mRNA ocurren solo para los genes de mayor impacto
inmediato en el metabolismo, por ejemplo, los que redireccionan los flujos de carbono y alteran la
eficiencia energética, como las vias de fermentacion acido-mixta y CAT. En las siguientes secciones,

los niveles relativos de transcripcion son discutidos en detalle.
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Figura 3.9. Niveles de transcripcion de genes de fermentacion acido-mixta (A) y CAT (B) en ambos compartimentos

del sistema de escalamiento descendente, relativos a los cultivos aerobios a TOD constante.

Tabla 3.2. Tiempo calculado necesario para la sintesis de una molécula de mARN de genes de fermentacién acido

mixtay CAT*.
Gene Longitud del gene Tiempo de
(pb) transcripcion (s)
aceA 1304 35.2
ackA 1202 32.5
adhE 2675 72.3
fdhF 2147 58.0
frdD 359 9.7
fumA 1646 445
fumB 1646 44.5
IdhA 991 26.8
pfID 2297 62.1
poxB 1718 46.4

* No se considerd el tiempo necesario para la induccion. Los valores fueron calculados a partir de las longitudes de
los genes y las velocidades de elongacién en funcion de la velocidad especifica de crecimiento dados (Bremer y

Denis, 1996). Se consider6 sélo una polimerasa por gene.
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Genes de fermentacién acido-mixta.

Se observo un incremento generalizado en los niveles de transcripcion de los genes de fermentacién
acido-mixta en ambos compartimentos del sistema de escalamiento descendente, comparados con los
cultivos a TOD constante (fig. 3.9). Estos resultados concuerdan con el incremento en los productos
de las ramas de metabolismo anaerobio (fig. 3.8). Cuando E. coli creciendo bajo condiciones
aerobias es llevada a condiciones anaerobias, la piruvato deshidrogenasa es rapidamente inactivada
por la acumulacion de NADH, debido a la supresion de la respiracion aerobia. El piruvato es
entonces canalizado a lactato, mediante la lactato deshidrogenasa (LDH) o a acetil-CoA y formato,
mediante la piruvato-formato liasa (codificada por pfl). De los tres tipos de LDH presentes en E. coli,
la Unica involucrada en fermentacion es codificada por el gene IdhA. IdhA es uno de los genes de
fermentacion maés cortos (991 nucle6tidos), no estd bajo control transcripcional de FNR, y esté
presente bajo condiciones aerobias y anaerobias (Linch and Lin, 1996). En consecuencia, IdhA puede
ser uno de los primeros genes de fermentacion en ser transcritos. Esto explica que IdhA tuviera uno
de los niveles de transcripcion méas altos (6.4 en Buerobio, fig. 3.9). En comparacion, los niveles
relativos de transcripcion de pfl (3.5 'y 2.2 en Baerovio Y Banaerobio, respectivamente, fig. 3.9) fueron
alrededor de la mitad del de IdhA. Sin embargo, la concentraciébn maxima de formato fue 1.5 veces
mayor que la de lactato en cultivos a TOD oscilante. Este resultado podria explicarse por las
diferentes afinidades de las enzimas por el piruvato (2 mM para PFL y 7.2 mM para LDH) (Yang,
1999). Debe tomare en cuenta también que E. coli sintetiza productos de fermentacion en una fina
seleccion para mantener el balance redox, y los niveles de transcripcion de genes no necesariamente
corresponden con la cantidad de metabolitos sintetizados. El formato puede ser transformado en
hidrégeno y CO, por el complejo enzimatico FHL-FDH. Estos productos siguen diferentes destinos y
su generacion es importante para el balance redox celular (Clark, 1989). La formato deshidrogenasa
(FDH) est4 asociada con un seleniopéptido de 80-kDa codificado por el gene fdhF gene, el cuél
presentd un incremento en su nivel de transcripcion de 1.7 en Bgeobio durante cultivos a TOD

oscilante (fig. 3.9).

El acetato fue el principal producto de fermentacion acumulado en los cultivos a TOD constante u
oscilante. Los niveles transcripcionales de poxB y ackA fueron muy similares y se vieron
incrementados mas de 3.3 veces en el Bgeronio bajo condiciones oscilantes de TOD (fig. 3.9). Ambos

genes codifican enzimas que producen acetato a partir de diferentes sustratos.
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Como se muestra en la fig. 1.3, el acetato es producido a partir de piruvato o de acetil-CoA, lo que
sugiere en parte la importante acumulacion de este metabolito bajo condiciones heterogéneas de
TOD, que también ha sido observada por otros autores (Bylund et al., 1999; Enfors et al., 2001,
Sandoval-Basurto et al., 2005; Xu et al., 1999). La produccién de acetato a partir de acetil-CoA es
importante en condiciones anaerobias, ya que se genera 1 mol de ATP por mol de acetato producido,
lo cual es significativo, ya que solamente 2 moles de ATP se producen a partir de glucosa (en la
glicolisis) en dichas condiciones. Se ha reportado (Schweder et al., 1999) que E. coli sobre expresa
ackA a més del doble cuando permanece por 54 s en condiciones de limitacion de oxigeno. Dichos
datos concuerdan con lo obtenido en nuestro sistema de escalamiento descendente, ya que
encontramos un nivel de transcripcion de 2.12 en el Banaerovio Y de 3.25 en el Baeronio (fig. 3.9). Durante
la oxidacion del piruvato a acetato por la piruvato oxidasa (PoxB), hay un desperdicio de energia en

comparacion con la conversion a acetato a partir de acetil Co-A.

Se ha sugerido que bajo condiciones microaerobias, la piruvato oxidasa (PoxB) puede jugar un papel
importante en proveer energia para el catabolismo del piruvato (Chang et al., 1994). Consistente con
esta sugerencia, se ha demostrado que la expresion de poxB es maxima en la fase estacionaria
temprana, y que es estrictamente dependiente del factor RpoS (Chang et al., 1994), el cual esta
involucrado en la respuesta de choque térmico y otras respuestas de estrés global. Esto puede

explicar el incremento observado en la transcripcion de poxB (fig. 3.9).

Un destino alternativo para la acetil Co-A durante el metabolismo fermentativo es la conversion a
etanol en dos pasos catalizados por la alcohol deshidrogenasa (codificada por adhE), la cual es una
de las enzimas mayor tamafio producidas por E. coli (Clark, 1989). La produccién de etanol y lactato
es importante durante condiciones anaerobias, ya que son las Unicas vias para regenerar el NAD"
consumido en la glicdlisis y con ello mantener el balance redox. Como se menciond antes, se observo
u incremento de 1.8 veces en la cantidad maxima de etanol producida bajo condiciones oscilantes de
TOD, respecto a cultivos completamente aerobios. En concordancia con ello, los niveles

transcripcionales de adhE incrementaron 2.3 'y 4 veces en Banaerobio Y Baerobio, F€Spectivamente.

E. coli puede emplear al fumarato como aceptor terminal de electrones y preferiblemente cataliza la
reaccion para reducir fumarato a succinato como parte de reacciones reversas en el CAT, que operan
bajo condiciones limitantes de oxigeno disuelto (se discute mas adelante). La regulacién anaerobia

del operdn frdABCD esta mediada por FNR. En este trabajo, se evaluo el nivel de transcripcion de
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frdD, gene que codifica para la fumarato reductasa (FrdD), la cual es responsable de la transferencia
de electrones de las quinonas a FrdB. Se encontrdé un incremento de 2.7 veces en el nivel de
transcripcion de frdD en el compartimiento anaerobio, y de 4.7 veces en el compartimiento aerobio,
comparado a condiciones de TOD constante (fig. 3.9). Esto es consistente con los reportado por otros
autores (Schweder et al., 1999), quienes reportaron un incremento del doble en la expresion de frd
(no se informd la subunidad analizada) en E. coli luego de 54 s de exposicion a condiciones

anaerobias.

Genes del ciclo de los &cidos tricarboxilicos.

El CAT es esencial en el metabolismo central de carbono de E. coli, ya que es responsable de la
oxidacion de la acetil Co-A, y sus intermediarios son requeridos para la sintesis de aminoacidos. Los
niveles de expresion del CAT responden principalmente a la disponibilidad de oxigeno (Cronan y
Laporte, 1996). Bajo condiciones anaerobias, el CAT funciona como dos ramas biosintéticas: una
rama reductiva que produce succinil Co-A y una rama oxidativa que produce 2-cetoglutarato
(fig. 1.2). Estas dos ramas no forman un ciclo debido a que la 2-cetoglutarato deshidrogenasa
(codificada por sucA y sucB) esta virtualmente ausente durante el crecimiento anaerobio (Cronan y
Laporte, 1996). Como se muestra en la fig. 3.9, sucA y sucB tuvieron una reduccién en su nivel de
transcripcion del 30% en ambos compartimentos del sistema de escalamiento descendente,
comparados con condiciones aerobias, lo que sugiere la actividad del CAT como dos ramas
separadas. Durante el crecimiento anaerobio, frdD reemplaza a la succinato deshidrogenasa
(codificada por sdhB) para permitir la produccién reductiva de succinil Co-A. Como se menciond
previamente, se observé un importante incremento en el nivel transcripcional de frdD bajo
condiciones oscilantes de TOD (fig. 3.9). Las fumarasas también son reguladas por disponibilidad de
oxigeno (Tseng et al., 2001). En el CAT completo, la fumarasa A (codificada por fumA) cataliza la
formacion de malato a partir de fumarato, mientras que en el CAT abierto, la fumarasa B cataliza la
reaccion exactamente inversa. En este caso, el malato es utilizado como un aceptor anaerobio de
electrones (Cronan and Laporte, 1996). Los niveles relativos de expresion de fumA y fumB
(calculados con el método de 2*N7) durante los cultivos a TOD oscilante se incrementaron 13.9 y
7.9 veces, respectivamente (en Baerobio), COMparados con sus niveles aerobios (fig. 3.9). Al normalizar
los niveles de transcripcion de fumA y fumB respecto al nivel de transcripcion del gene ihfB, el cual
fue constante en todos las condiciones estudiadas (datos no mostrados), se pueden obtener sus niveles

de transcripcion (calculados mediante el método de 2N bajo la misma condicion. Al ejecutar dicha
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normalizacion, puede observarse que fumB fue transcrita preferentemente sobre fumA en las células

cultivadas bajo condiciones oscilantes de TOD (fig. 3.10).
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Como se muestra en la figura 3.9, el nivel transcripcional de aceA (que codifica para la enzima
isocitrato liasa en la rama del glioxilato) se incrementd a mas del doble en el Banaerovio- La rama del
glioxilato es inducida cuando E. coli crece consumiendo acetato o acidos grasos (Clark and Cronan,
1996). Ademas, se ha relacionado la expresion de aceA con condiciones de hambruna o estrés (Flores
et al., 2005). De acuerdo con ello, el incremento en transcripcion de aceA en Banaerovio PUede indicar
que las células estan generando una respuesta al estres, y/o que se activa la reasimilacion de acetato
como fuente de carbono a pesar de la disponibilidad de glucosa, o bien, la activacion de la rama del
glioxilato como una via anaplerética que surta de intermediarios al CAT para la produccién de
aminoacidos.

Genes que codifican para citocromos.

E. coli posee dos importantes oxidasas respiratorias: el citocromo bd y el citocromo bos, que no estan
relacionados estructuralmente y tienen funciones fisioldgicas diferentes (Gennis and Stewart, 1996).
El citocromo de baja afinidad al oxigeno (citocromo o oxidasa, codificado por cyoB) predomina bajo
condiciones de crecimiento completamente aerobias, mientras que el citocromo de alta afinidad al
oxigeno (citocromo d oxidasa, codificado por cydA) prevalece bajo condiciones de limitacion por
oxigeno (Poole and Ingledew, 1987). Consistente con estas propiedades, la transcripcion del operén
cydAB es activada cuando el oxigeno es limitante. Bajo condiciones completamente anaerobias, la
transcripcion de cydAB es subsecuentemente reprimida a un nivel intermedio entre condiciones de
microaerobiosis y aerobiosis. Este control es mediado por las proteinas ArcA y FNR (Gennis and

Stewart, 1996). La expresion de cydAB alcanza su maximo a valores de TOD de aproximadamente
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2 % (Tseng et al., 1996). La pregunta que se plante6 para el presente proyecto, es si E. coli emplea
diferentes citocromos selectivamente en diferentes zonas de un biorreactor de gran escala (aquellas
limitadas por oxigeno y aquellas completamente aerobias) como una estrategia de adaptacion rapida.
En la fig. 3.11 se muestran los resultados. El citocromo d oxidasa (codificado por cydA) fue preferido
sobre el citocromo o oxidasa (codificado por cyoB) bajo condiciones oscilantes de TOD. Esto
significa que durante condiciones anaerobias transitorias, E. coli usa un citocromo menos eficiente en
generacion de energia, pero con mayor afinidad por el oxigeno. Si se analiza la expresiéon de los
genes de citocromos relativa al gene ihfB (mediante el método mencionado arriba), se puede ver que
el nivel de transcripcion de cydA practicamente no cambid en el sistema de escalamiento
descendente, comparado con el cultivo aerobio (fig. 3.11). Para afirmar con certeza que no hay
cambio en el nivel transcripcional de dicho gene, seria necesario realizar una prueba estadistica con
un mayor nimero de datos. En contraste, el gene cyoB si mostr6 un decremento importante en su
nivel transcripcional en los cultivos a TOD oscilante. De acuerdo con esto, podemos afirmar que
E. coli aparentemente adapta su cadena respiratoria a condiciones oscilantes de oxigeno disuelto en
biorreactores de gran escala mediante la represion del gene cyoB.
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Figura 3.11. Nivel de transcripcion de citocromos, relativo al cultivo a TOD constante (A) y respecto al gene ihfB

(B) en cada compartimiento del sistema de escalamiento descendente.

Se ha reportado anteriormente (Yoon et al., 2003) que durante la fase estacionaria de cultivos
alimentados con una TOD controlada por encima de 30 %, cydA fue sobre expresado y cyoB fue

reprimido. Ellos relacionaron dicho cambio con una represion del CAT y a una severa competencia
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por el oxigeno a altas densidades celulares. Una conclusién similar puede proponerse para nuestros

cultivos sometidos a cambios transitorios entre aerobiosis y anaerobiosis.

Genes de reguladores globales de metabolismo aerobio/anaerobio

Los genes que codifican para los reguladores globales de metabolismo aerobio (ArcAB) y anaerobio
(FNR) de E. coli también fueron evaluados en el presente estudio, y sus niveles transcripcionales se
muestran en la fig. 3.12. No se encontraron diferencias entre los compartimentos del sistema de
escalamiento descendente para arcA, arcB, y fnr. Sin embargo, arcB (que codifica para la enzima
sefial de membrana autofosforilante que detecta la disponibilidad de oxigeno) y fnr (que codifica para
la proteina FNR, el principal regulador de respiracion aerobia) mostré un ligero descenso en su nivel
de transcripcion, comparado con cultivos aerobios. Para arcB la reduccién fue de entre
24.1% £ 13.9% y 47.1% + 14.6 % para el Banaerobio Y Baerobio, r€Spectivamente, mientras que para fnr
la reduccién fue entre 41.1% + 1.0% y 35.0% + 13.8% para Banaerobio Y Baerobio, respectivamente. En
contraste, arcA, que codifica para una proteina citoplasmatica que se une al DNA para controlar el
metabolismo aerobio, presentd un ligero incremento en su nivel de transcripcion de entre
54.1% + 5.5% y 60.2% + 40.1% para Banaerobio Y Baerovio, respectivamente.

2.0

m TOD 10 % constante

Figura  3.12.  Niveles de

0O B anaerobio

OB aerobio transcripcion  de  reguladores
151 globales de metabolismo
_I_ {‘ aerobio/anaerobio, luxS, sodA y

gfp, en cultivos a TOD oscilantes,
relativos al cultivo a TOD
constante.

1.0
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Nivel transcripcional, relativo al cultivo a TOD
constante

0.0 -

arcA arcB fnr luxS sodA ofp

Debe hacerse notar en este punto que los valores determinados por duplicado mediante qRT-PCR
pueden diferir en un 30 % (Flores et al., 2005). Por lo tanto, diferencias entre niveles de expresion de
alrededor de 30 % deben tomarse con precaucion, ya que se encuentran dentro de los limites de error
de la técnica, y necesita una prueba estadistica con mas datos para afirmar con seguridad que no hay
cambio en el nivel de transcripcion de los genes mencionados. Ya que los reguladores globales

usualmente tienen un nivel de expresidn constante en E. coli, podrian esperarse niveles de expresion
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iguales de arcA, arcB, y fnr en los compartimentos y el control. Esta fue la tendencia general
observada, ya que solo diferencias ligeramente por encima del error experimental fueron encontradas

para estos genes (fig. 3.12).

Quorum sensing, sodA y gene heterologo.

El gene heter6logo, gfp, presentd una ligera variacion en su nivel transcripcional en ambos
compartimentos del sistema de  escalamiento descendente y entre cultivos oscilados y
completamente aerobios (fig. 3.12). Sin embargo, como se menciond anteriormente, se observo una
importante caida en la produccion de GFP en los cultivos oscilados. Dichos resultados indican que,
aunque no hay un efecto directo de los gradientes de TOD a nivel transcripcional, hubo un efecto
portranscripcional importante. La evidencia de que eventos post-transcripcionales limitan la
produccion de proteina recombinante en el sistema de escalamiento descendente es fundamental para
explorar el disefio de mejores modos de operacion en la gran escala, donde los gradientes de TOD
son inevitables. El hecho de que el CAT funcione en dos ramas separadas puede causar limitacion de
aminoacidos que a su vez resultan en una disminucion de la produccion de proteina recombinante.
Este problema podria ser superado por ejemplo, mediante una estrategia adecuada de adicién de

aminoacidos.

La respuesta tipo quorum sensing permite la sefializacion entre bacterias para desatar respuestas
sincronizadas a nivel poblacional. EI quorum sensing en E. coli es promovido por la produccion,
liberacion y respuesta a un factor intracelular llamado autoinductor-2 (Al-2) (Huisman and Colter,
1994), sintetizado por la Al-2 sintasa, codificada por luxS. Se ha demostrado (De Lisa et al., 2001),
que la sobre expresion de genes heter6logos resulta en la atenuacion de la sefial de Al-2, y que la
produccion de Al-2 estd regulada por las condiciones de crecimiento, como el pH, la TOD y la
osmolalidad del medio. Aunque los mecanismos exactos del quorum sensing en E. coli no estan
completamente claros a la fecha, se ha sugerido (De Lisa et al., 2001) que la expresion del gene de
quorum sensing puede jugar un papel central en la fisiologia celular. Como se observa en la fig. 3.12,
luxS presentd un pequefio incremento en su nivel de transcripcion en los cultivos oscilados, aunque
los resultados estdn muy cercanos error experimental de la qRT-PCR. Esto quiere decir que las
celulas no estdn incrementando, al menos a nivel transcripcional, la comunicacion intercelular

mediada por Al-2 durante condiciones de TOD oscilante.
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E. coli sintetiza dos diferentes superdxido dismutasas (SOD), una conteniendo fierro (codificada por
sodB) y la otra conteniendo manganeso (codificada por sodA). La SOD-Mn sélo esta presente bajo
condiciones aerobias (Touati, 1988). De acuerdo con esto, los resultados mostrados en la fig. 3.12
indican que bajo condiciones oscilantes de TOD, el tiempo de exposicion de las células a

anaerobiosis no induce una respuesta importante en la represion transcripcional de sodA.

3.1.2.4 Conclusiones parciales.

Hasta donde se sabe, este es el primer estudio de escalamiento descendente que presenta de manera
conjunta datos de procesos moleculares (transcripcion) e informacién macroscopica (parametros
cinéticos y estequiométricos, formacién de subproductos, etc.) para un sistema de expresion
recombinante. Los resultados mostrados aqui explican lo que ocurre a una cepa recombinante de
E. coli bajo condiciones tipicas de la gran escala, ya que el t. simulado en este trabajo representa
adecuadamente el ambiente presente en biorreactores industriales. Durante los cultivos a TOD
oscilante, todos los productos de fermentacion &cido-mixta fueron producidos. Dicho
comportamiento correlaciona adecuadamente con los patrones transcripcionales. Basado en los
niveles transcripcionales de frdD, sucA, sucB, fumA y fumB, se puede concluir que bajo las
condiciones oscilantes de TOD que pueden prevalecer en biorreactores de gran escala, E. coli emplea
preferentemente el CAT como dos ramas separadas. Ello, aunado con los niveles de expresion de
citocromos, indica que la fisiologia de E. coli ante exposiciones periddicas a anoxia presenta un

estado intermedio entre metabolismo anaerobio y aerobio.

Las diferencias en niveles de transcripcion entre compartimentos del SED implican que la respuesta
y adaptacion a un ambiente oscilante fueron muy rapidas, y que posiblemente estén reguladas por
procesos de degradacion répida y selectiva del mMRNA. El nivel transcripcional del gene heter6logo
gfp no cambid en los cultivos oscilados, indicando que limitaciones post-transcripcionales y no
eventos transcripcionales son los responsables de la caida en produccion de proteina recombinante.
En conjunto, los datos mostrados aqui demuestran que el metabolismo central de carbono es
fuertemente afectado a nivel transcripcional y de produccion de metabolitos de fermentacion acido-
mixta cuando E. coli es sometida a cambios ciclicos en la TOD. Estos resultados son importantes
para establecer criterios racionales de escalamiento ascendente y para mejorar las estrategias de
operacion de biorreactores, asi como para el disefio de cepas con un mejor desempefio ante

condiciones industriales. Este Ultimo punto sera abordado en el siguiente capitulo.
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3.2 Estrategias moleculares para contender con gradientes ambientales.

En esta seccion, se describen los resultados obtenidos al construir y emplear cepas disefiadas para
contender con gradientes espaciales de oxigeno disuelto, y cepas con un reducido sobreflujo

metabolico.

3.2.1 Disefio de cepas de E. coli con un mejor desempefio ante condiciones anaerobias

intermitentes.

En el capitulo anterior, se mostré que bajo condiciones oscilantes de TOD, E. coli induce
rapidamente la expresion de genes de rutas fermentativas. Entre ellos, los genes poxB, IdhA y pflD
fueron algunos de los méas sobre expresados. Consistentemente, el acetato, formato y lactato, fueron
los acidos organicos que mostraron mayores niveles de acumulacion. Estos &cidos organicos también
fueron los mas producidos ante pulsos aerobios y anaerobios de glucosa, como se mostrd en un
capitulo anterior. Aunque el acetato es producido principalmente por la accion de las enzimas AckA
y Pta, bajo condiciones aerobias y anaerobias (Diaz-Ricci et al., 1991; Dittrich et al., 2005a, b),
dichas vias no fueron eliminadas en el presente trabajo, ya que ha sido demostrado previamente que
su inactivacion conduce a la excrecion de piruvato y una considerable reduccion en la velocidad
especifica de crecimiento (Bauer et al., 1990; Diaz-Ricci et al., 1991). El papel principal de la via
AckA-Pta es producir acetato bajo condiciones de exceso de glucosa, generando 1 mol de ATP por
mol de piruvato consumida. La inactivacion de ackA y pta en estas condiciones de cultivo es
detrimental para la célula por que el acetil-CoA puede acumularse y saturar el CAT, con la
consecuente reduccion en velocidad de crecimiento (Dittrich et al., 2005a, b; Wolf, 2005). En una
menor proporcion, PoxB también contribuye a la produccion de acetato bajo condiciones anaerobias
a través de la descarboxilacion de piruvato (Abdel-Hamid et al., 2001; Flores et al., 2004). Sin
embargo en contraste con mutantes ackA™ y pta’, el carbono es incorporado mas eficientemente en
biomasa por mutantes poxB’, y s6lo se ha observado una pequefia disminucion en velocidad de
crecimiento en estas cepas (Abdel-Hamid et al., 2001; Flores et al., 2004; Ponce, 1999; Vemuri et al.,
2005). De hecho, se ha reportado (Causey et al., 2004) el efecto benéfico de una mutacién poxB™ en
la produccion de piruvato y crecimiento celular. Debe recalcarse que poxB es un gene que no solo es
inducido en fase estacionaria. De hecho, se sabe que juega un papel importante en al menos dos tipos

de estreses: limitacion de carbono o nutrientes y estrés oxidativo (Flores et al., 2004; King y Ferenci,
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2005). Por otra parte, en el capitulo anterior de esta tesis se ha descrito el papel de los genes pfl y
IdhA en la fisiologia de E. coli. Estos genes no son esenciales para metabolismo aerobio de dicha
bacteria. Por lo tanto, el objetivo primordial en el presente estudio fue disefiar cepas mutantes
capaces de reducir o eliminar la produccion de acetato, formato y lactato bajo condiciones oscilantes
de oxigeno disuelto. Esto fue llevado a cabo eliminando las reacciones catalizadas por los productos
de los genes pflB, IdhA y poxB. En la fig. 3.13 se muestra una red metabdlica simplificada
mostrando los genes involucrados en las mutaciones al nivel del nodo del piruvato. A lo largo de este
capitulo se seguird la nomenclatura descrita en Material y Métodos para denominar las cepas
mutantes: VAL22 (poxB), VAL23 (IdhA’, pfIB) y VAL24 (IdhA", pflB, poxB").

Glucosa

Fosfoenol piruvato

| <

Lactato «——— piruvato Figura 3.13. Reacciones
.ﬁiD donde el piruvato participa

Formato «———" \j - o
ackA al nivel de glicolisis y

i Acetil- . .
AcetilCoA adhE P i Acetato fermentacion Acido-mixta.
ADP  ATP Los genes que fueron
Acetaldehido . . .
inactivados en este trabajo

adhE\ se muestran en 6valos.

Etanol

CAT

3.2.1.1 Cultivos de las diferentes cepas de E. coli bajo condiciones constantes y oscilantes de

oxigeno disuelto.

Para caracterizar el comportamiento de las diferentes cepas de E. coli bajo condiciones aerobias
constantes, se ejecutd un primer grupo de cultivos a una TOD de 10% y pH de 7.1. Un segundo
grupo de cultivos fue llevado a cabo en el SED, con la finalidad de simular gradientes de oxigeno
disuelto con un t, de 50 s. En los cultivos bajo gradientes de oxigeno disuelto, se mantuvo un

gradiente de al menos 9 % de TOD a lo largo de los cultivos. El pH también fue adecuadamente
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controlado en los cultivos oscilados. Las cinéticas tipicas de crecimiento y produccién de GFP bajo

condiciones de TOD constante y oscilante, para todas las cepas, se muestran en la fig. 3.14.

Conc. de biomasa, g/L

0.25

0.20 +

0.15 +

Conc. de GFP, g/L

Conc. de glucosa, g/L

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tiempo, h

Figura 3.14. Comportamiento cinético tipico de las cepas recombinantes de E. coli a TOD constante (paneles A, By
C) oscilante (paneles D, E y F). Circulos rellenos: W3110; circulos vacios: VAL22; cuadrados: VAL23, triangulos:
VAL24. Los datos corresponden al promedio de dos experimentos. Se han omitido las barras de error para mayor

claridad en la figura.

Se ilustran valores promedio, y se han omitido las barras de error para una mayor claridad en la
figura. Las variaciones entre dos cultivos fueron de alrededor del 10%. Como se esperaba, la GFP fue
producida desde el inicio del cultivo de todas las cepas, ya que el inductor (IPTG) fue adicionado
desde la inoculacion. Comparados con la cepa W3110, los valores maximos de concentracion de
biomasa y GFP bajo condiciones constantes de TOD fueron alcanzados cerca de 3, 6 y 8 h antes en
cultivos de VAL23, VAL24 y VAL22, respectivamente (fig. 3.14 A, B). Ambas cepas poxB
crecieron a velocidades similares durante las primeras 6 h de cultivo (fig. 3.14 A). Sin embargo, una

vez consumida la glucosa a las 7 h (fig. 3.14 C), el crecimiento de VAL22 cesé por completo,
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mientras que VAL24 presentd un ligero crecimiento durante otras 3 h. En el caso de los cultivos a
TOD oscilante, las diferencias fueron més obvias. La cepa W3110 creci6 significativamente mas
lento que sus cepas derivadas bajo condiciones oscilantes de TOD. De acuerdo con esto, las
concentraciones maximas de biomasa y GFP fueron alcanzadas en cultivos de W3110 después de
24 h bajo condiciones oscilantes (fig. 3.14 D, E). Esto demuestra el impacto negativo que los
gradientes de TOD tienen en el comportamiento de los cultivos de E. coli. En cambio, la cepa
VAL23 alcanzé sus maximos valores de concentracion de biomasa y GFP después de 12 h de cultivo
bajo estas condiciones (fig. 3.14 D, E). A pesar de que la cepa VAL22 inicialmente crecié mas rapido
que las cepas W3110 y VAL23, el crecimiento ceso cerca del punto de agotamiento de glucosa
(fig. 3.14 F) a las 8 h, y las méaximas concentraciones de biomasa y GFP fueron las menores
alcanzadas por las 4 cepas. De manera similar a lo observado en cultivos a TOD constante, la cepa
VAL24 alcanz6 mayores concentraciones de biomasa y GFP que las otras tres cepas, en condiciones
de TOD oscilante. Las concentraciones maximas de biomasa y GFP de VAL24 fueron alcanzadas
después de 8 h de cultivo (fig. 3.14 D, E). Cabe destacar que los perfiles cinéticos de VAL24 fueron
similares bajo condiciones constantes u osciladas de TOD.

Las cinéticas tipicas de formacion de metabolito de fermentacion para todas las cepas bajo
condiciones constantes y oscilantes de TOD, se muestran en la fig. 3.15. Después del acetato, el
formato fue el subproducto de mayor acumulacion, seguidos de lactato, etanol y succinato. Todos los
productos de fermentacion acido-mixta fueron parcialmente consumidos después del agotamiento de
la glucosa, aunque a diferentes velocidades y en diferentes proporciones. En todas las cepas, bajo
condiciones homogéneas 0 heterogéneas de TOD, el acetato fue producido al inicio y parcialmente

consumido luego del agotamiento de glucosa (fig. 3.15 A, F).

Es interesante notar que la cepa VAL22 bajo condiciones de TOD constante produjo menos acetato y
lo consumié completamente después del agotamiento de la glucosa, mientras que en las otras tres

cepas una importante cantidad de acetato permanecié sin ser consumida.
En las figs. 3.16-3.18 se muestra una comparacion de los pardmetros cinéticos y estequiométricos

mas importantes de las 4 cepas bajo las dos condiciones de cultivo evaluadas. Los datos mencionados

abajo son promedios de dos cultivos.
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Conc. de succinato, g/L Conc. de lactato, g/L Conc. de formato, g/L Conc. de acetato, g/L
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Figura 3.15. Perfiles cinéticos tipicos de acumulacién de subproductos en cultivos de E. coli bajo condiciones
constantes (paneles A, B, C, D y E) y oscilantes de TOD (paneles F, G, H, I y J). Circulos rellenos: W3110; circulos
vacios: VAL22; cuadrados: VAL23, tridngulos: VAL24. Los datos corresponden al promedio de dos experimentos.
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La velocidad especifica de crecimiento (), rendimiento de GFP en glucosa (Ygrps) (calculado
durante la fase exponencial de crecimiento), y el rendimiento global de biomasa en glucosa (Yx/s)
fueron similares o mejores para VAL23 que para su cepa progenitora bajo condiciones oscilantes de
TOD (fig. 3.16). Especificamente, p, Yxis Y Yeress fueron 0.225 + 0.013 h™, 0.361 + 0.002 g/g y
0.019 + 0.004 g/g, respectivamente, para W3110, y 0.239 + 0.013 h*, 0.43 + 0.012 g/g, y
0.023 = 0.002 g/g, respectivamente para VAL23 (fig. 3.16).

En comparacion, cuando VAL24 fue crecida bajo condiciones constantes de TOD, u, Ygrris Y Yxis
global fueron 0.41 + 0.013 h™, 0.030 + 0.0042 g/g, y 0.46 + 0.019 g/g, respectivamente, lo que
significa un incremento de mas del 70, 30 y 7 % sobre los valores correspondientes a la cepa

progenitora y VAL23 (fig. 3.16). VAL22 tuvo una n 'y Yyxs Similares a las de VAL24, aunque su
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valor de Ygrps fue de sélo 0.008 g/g. EI desempefio mejorado de la cepa triple mutante fue mas
evidente cuando se cultivo bajo condiciones oscilantes de TOD. Por ejemplo, mientras que p cayo en
mas del 27% para W3110 y VAL22 ante gradientes de TOD simulados, en comparacion con cultivos
completamente aerobios, su valor sélo se redujo en alrededor de 18 % para VAL23, y practicamente
no vario para VAL24 (fig. 3.16). Ademas, el valor de Yys global disminuyé en 15, 38 y 19% para
W3110, VAL22 y VALZ23, respectivamente, mientras que solo disminuyd en 7 % en cultivos de
VAL24 a TOD oscilante. El valor de Ygrps para VAL24 y VAL 22 no fue afectado por gradientes de
TOD, sin embargo, disminuyd en mas de 30 % en cultivos de W3110 y VAL23 bajo dichas

condiciones.

Como se ha explicado en capitulos anteriores, la acumulacion de acidos organicos es un problema
recurrente es cultivos de E. coli sometidos a gradientes de TOD como los que ocurren en la gran
escala. En la fig. 3.17 se muestra una comparacion de las cantidades maximas de &cidos organicos
producidas por las diferentes cepas empleadas, bajo condiciones constantes y oscilantes de TOD.
Durante cultivos aerobios, se acumulé una cantidad importante de acetato en cultivos de W3110
(0.674 £ 0.027 g/L) debido a sobreflujo metabolico. Es interesante observar que también se formaron
formato (0.343 £ 0.077 g/L) y etanol (0.184 + 0.030 g/L). Comparados con W3110, la acumulacion
de acetato fue ligeramente menor en cultivos aerobios de VAL22 (0.4 + 0.019 g/L), VAL23
(0.554 £ 0.91 ¢g/L) y VAL24 (0.498 + 0.040 g/L) (fig. 3.17). En contraste con W3110, no se detectd
etanol en cultivos aerobios de VAL23, mientras que el succinato se acumul6 a una concentracion
méaxima de 0.073 + 0.002 g/L (fig. 3.17). Como se esperaba, no se observo produccion de lactato ni
formato en cultivos aerobios de las cepas VAL23 y VAL24. Tampoco se encontrd produccién de
succinato en cultivos aerobios de VAL22 y VAL24, pero cantidades pequefias de etanol fueron
detectadas (0.025 + 0.001 y 0.092 + 0.002 g/L, respectivamente; fig. 3.17). Como ya se ha descrito
antes, se observd un importante incremento en la acumulacion de metabolitos de fermentacion acido-
mixta en cultivos a TOD oscilante de W3110, siendo el acetato el mayormente acumulado,
alcanzando concentraciones de 1.358 + 0.066, 1.12 + 0.09, 1.201 + 0.100 y 1.162 + 0.115 g/L para
las cepas W3110, VAL22, VAL23 y VAL 24, respectivamente.

El formato y el lactato alcanzaron concentraciones maximas de 0.739 + 0.099 y 0.516 + 0.015 g/L,

respectivamente en cultivos de W3110, y 0.658 + 0.084 y 0.281 + 0.022 g/L en cultivos de VAL22

(fig. 3.17). En cambio, no se observo acumulacion de formato o lactato en los cultivos de VAL23 y
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VAL24 bajo condiciones oscilantes de TOD, confirmando el fenotipo de las mutaciones en pfiB y
IdhA. EIl succinato y etanol fueron acumulados a niveles similares por todas las cepas bajo

condiciones oscilantes de TOD.

1.4 + O TOD 10% constante
@ TOD oscilante
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Figura 3.17. Comparacion de la
concentracion maxima de metabolitos de
fermentacién para cada cepa cultivada
bajo condiciones de TOD constante y
oscilante. Las barras de error representan
la diferencia entre dos cultivos.
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El succinato llego a concentraciones de 0.111 + 0.03, 0.19 £ 0.1, 0.117 + 0.022, y 0.116 + 0.013 g/L
(fig. 3.17) en cultivos oscilados de W3110, VAL22, VAL23 y VAL24, respectivamente.
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Por otra parte, la concentracién maxima de etanol fueron 0.323 + 0.011, 0.18 + 0.12, 0.213 + 0.057,
y 0.188 + 0.012 g/L en cultivos de W3110, VAL22, VAL23 y VALZ24, respectivamente. No se
detecto piruvato extracelular en ninguna de las muestras de cultivos a TOD constante u oscilante.

Como se ilustra en la fig. 3.18, la velocidad especifica de consumo de glucosa (gs) (calculada durante
la fase exponencial), fue similar para las cepas W3110, VAL22 y VAL23 cultivadas bajo
condiciones aerobias (i.e., 0.586 = 0.07, 0.565 = 0.09, y 0.562 + 0.05 g/g h, respectivamente). En
cambio, para la cepa VAL24 se encontrd un valor de gs de 1.260 + 0.182 g/g h.

O TOD 10% constante
A I TOD oscilante

gs,g/gh

Figura 3.18. Comparacion de la
velocidad especifica de consumo de
glucosa (A), velocidad especifica de
produccion de GFP (B), y concentracién
maxima de GFP (C) de las diferentes
cepas cultivadas bajo condiciones de
TOD constante y oscilante. Las
velocidades especificas fueron
calculadas en la fase exponencial de los
cultivos. Las barras de error representan
la diferencia entre dos cultivos.
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Comparado con cultivos a TOD constante, el valor de gs bajo condiciones oscilantes de TOD mostré
un importante incremento para W3110, VAL22 y VAL23 (i.e.,, 2.410 + 0.179, 1.148 + 0.041, y
0.928 + 0.090 g/g h, respectivamente), pero no fue asi para la cepa VAL24, cuyo valor bajo
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condiciones oscilantes de TOD (1.46 + 0.110 g/g h) fue similar al obtenido bajo TOD constante. La
velocidad especifica de produccion de GFP (ggrp) tuvo una disminucion similar en cultivos de
W3110 y VAL23 bajo condiciones oscilantes de TOD (fig. 3.18). Los valores de qgrp para cultivos
aerobios de W3110 y VAL23 fue 0.013 + 0.0011 y 0.014 £ 0.0011 g/g h, respectivamente, mientras
que bajo condiciones oscilantes de TOD caydé a 0.007 + 0.0015 y 0.008 + 0.002 g/g h. Esto
representa una disminucion de mas del 43 % para ambas cepas. En cambio, los valores de ggre para
VAL22 incrementaron ligeramente de condiciones aerobias (0.009 + 0.0003 g/g h) a anaerobias
intermitentes (0.012 + 0.001 g/g h), y en el caso de VAL24, fueron similares para condiciones
constantes y oscilantes de TOD (0.043 + 0.0044 y 0.041 + 0.004 g/g h, respectivamente). Las
concentraciones maximas de GFP alcanzadas en cultivos aerobios constantes fueron 0.122 + 0.007,
0.054 £ 0.004, 0.151 £ 0.006, y 0.238 + 0.021 g/L para W3110, VAL22, VAL23 y VALZ24,
respectivamente. Esto es, la concentracion méxima de GFP se incremento en alrededor de 25 y 95%
en las cepas VAL23 y VAL24, respectivamente, pero disminuyd cerca de 56 % en la cepa VAL22,
comparadas con la cepa W3110. En los cultivos bajo gradientes de TOD simulados, se obtuvo una
concentracion méxima de GFP de 0.0954 + 0.0029 y 0.0994 + 0.0013 g/L para cultivos de W3110 y
VAL23, respectivamente. Esto representa un decremento, con respecto a cultivos aerobios, de cerca
de 22 y 33 %. En comparacidn, la concentracion maxima de GFP para cultivos oscilados de VAL22
se increment6 en 50 % (0.081 + 0.007), y en el caso de VAL24, no hubo un cambio significativo. La
cantidad de GFP producida en cultivos oscilados de VAL24 fue mas del doble que la producida por
W3110 bajo dichas condiciones. De hecho, VAL24 produjo casi el doble de GFP bajo condiciones

oscilantes de TOD, que W3110 bajo condiciones completamente aerobias (fig. 3.18).

3.2.1.2 Discusion.

La hipétesis bésica de este trabajo es que, creciendo bajo condiciones heterogéneas de TOD, la
bacteria E. coli no requiere necesariamente la activacion de las vias de fermentacion acido-mixta. La
capacidad de modulacion del metabolismo de E. coli permite una rapida adaptacion a fluctuaciones
ambientales, en particular a cambios en la disponibilidad de oxigeno.

Dicha plasticidad puede ser una desventaja en el caso de cultivos industriales, en los que pueden
encontrarse fluctuaciones intermitentes y ciclicas. EI SED empleado en este estudio, mantiene a las
células bajo condiciones aerobias durante 17 s, seguidas de una estancia de 33 s, en promedio, en
condiciones anaerobias. Debido a la naturaleza transitoria del periodo anaerobio, las células podrian

temporalmente sostener sus actividades metabdlicas de tipo aerobio, consumiendo los metabolitos

37



presentes (especificamente poder reductor) hasta regresar a condiciones aerobias, sin necesariamente
desviar su metabolismo. En el capitulo anterior, hemos sugerido la existencia de procesos de
degradacion de mARN rapida y selectiva cuando E. coli se encuentra en condiciones oscilantes de
TOD. Ello soporta la idea de la existencia de oscilaciones metabdlicas rapidas en biorreactores de
gran escala. De esta manera, el enfoque inicial para modificar genéticamente a E. coli, fue inactivar
parcialmente las vias de fermentacion acido mixta. El nodo glicolitico del piruvato ha sido un blanco
comun para modificar el metabolismo central de E. coli (Alexeeva et al., 2000; Ponce, 1999). Como
se muestra en la fig. 3.13, el piruvato puede ser transformado a acetil-CoA, formato, lactato o
acetato. La estrategia basica del presente trabajo fue evitar la desviacion del piruvato hacia
productos de fermentacion, al eliminar las reacciones catalizadas por los productos de los genes pflB,
IdhA y poxB. De este modo, el piruvato podria ser dirigido principalmente hacia la produccion de
acetil-CoA, independientemente de las condiciones de disponibilidad de oxigeno (ver fig. 3.13). La
eliminacion de los genes pflB y IdhA, directamente impiden la produccion de formato y lactato, que,
junto con el acetato, son los principales productos de fermentacion producidos por E. coli en
ambientes de TOD heterogénea. Adicionalmente, en un esfuerzo por reducir la produccion de
acetato, se inutilizo el gene poxB, cuya participacion en la sintesis de acetato bajo gradientes de TOD
fue demostrada en el capitulo anterior. EI comportamiento de la cepa VAL23 bajo condiciones
constantes de TOD fue similar al de su cepa progenitora, lo cual era esperado, ya que ni pfIB ni IdhA
juegan un papel importante en la fisiologia de E. coli bajo condiciones aerobias. Sin embargo, se
observd una mayor produccion de GFP y biomasa en la cepa VAL23. La cantidad de formato
acumulada en cultivos aerobios de W3110 fue 0.343 g/L. esto significa que los esqueletos de carbono
que no se desperdiciaron como formato, fueron incorporados a biomasa y producto. La velocidad
especifica de crecimiento de VAL23 bajo condiciones oscilantes de TOD decrecié en 18%,
comparada con cultivos aerobios, mientras que para W3110, cayd en mas de 27 %. Estos resultados
apoyan la hipoétesis de que las vias de fermentacion acido mixta no son esenciales para E. coli bajo
condiciones fluctuantes de TOD tipicas de la gran escala.

Es interesante comentar que se observé una pequefia reduccion en la acumulacion de acetato en los
cultivos aerobios de las tres cepas mutantes, en comparacion con la progenitora. Esto coincide con un
reporte previo (Zhu y Shimizu, 2004) en el que también se observé un pequefio decremento en la
acumulacién de acetato en condiciones aerobias y microaerobias en cultivos de mutantes pflB™ de
E. coli. La menor cantidad de acetato acumulado, ocurrié en la cepa mutante poxB™ (VAL23). Sin
embargo, basados en los niveles de transcripcion de poxB bajo condiciones oscilantes de TOD (ver

capitulo anterior), la reduccion en produccion de acetato por una mutacion en poxB no fue tan
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importante como se esperaba. Esto significa que en exceso de glucosa, la via de produccion de
acetato por Ack y Pta es lo suficientemente eficiente para convertir casi la misma cantidad de acetil-
CoA a acetato, sin la accion de la piruvato oxidasa (Flores et al., 2004). En el capitulo anterior, se
demostr6 que E. coli despliega un metabolismo parcialmente anaerobio cuando es expuesta a
gradientes de TOD simulados, lo cual es consistente con el incremento en gs y la acumulacién de
productos de fermentacion observados para W3110 en cultivos oscilados. Como se esperaba, se
elimind la produccién de lactato y formato en la VAL23. En consecuencia, se observo un valor
mucho menor de gs en cultivos oscilados de esta cepa, ya que el flujo de carbono hacia metabolitos
de fermentacion fue reducido. Sin embargo, no hubo una mejora importante en la velocidad
especifica de produccién de GFP y la concentracion méaxima de GFP producida por cultivos
oscilados de VALZ23 fue comparable a la de W3110 bajo las mismas condiciones. No obstante,
VAL23 muestra claras ventajas sobre su cepa progenitora, ya que la recuperacion parcial de
velocidad de crecimiento bajo condiciones anaerobias transitorias y la reduccion en acumulacion de
subproductos resulté en una reduccion de 8 h para que el cultivo de VAL23 alcanzara las maximas
concentraciones de biomasa y GFP, comparada con cultivos de W3110.

La posibilidad de que el CAT funcione como dos ramas separadas en E. coli bajo gradientes de TOD
(ver capitulo anterior), permite suponer que bajo estas condiciones habra limitaciones biosintéticas
debido a limitacién de aminoécidos producidos a partir de intermediarios de CAT, punto que no fue
atacado con las mutaciones hechas en VAL23, lo que explica hasta cierto punto, que dichas
limitaciones no hayan sido superadas para la produccién de GFP por VAL23. Sin embargo, lo que no
parece suficientemente claro es la manera en que dichas supuestas limitaciones fueron superadas por
la cepa VAL24, que porta ademas una mutacion en poxB. Se ha sugerido que poxB podria estar
involucrado en la deteccion de diferentes estreses, incluida la limitacion de carbono y la transicion
entre condiciones aerobias y anaerobias (Flores et al., 2004; King y Ferenci, 2005). La carencia de
esta enzima podria hacer a la cepa mutante menos sensible a dichos estreses. Esto, sumado a las
mutaciones en pflB y IdhA, podria haber ayudado a la cepa VAL24, con un menor desperdicio de
esqueletos de carbono, a desempefiarse mejor, produciendo méas biomasa y GFP bajo condiciones

constantes y oscilantes de TOD.

En general, hay poca informacion acerca de la fisiologia celular bajo ambientes oscilantes, como el
estudiado aqui, pero puede encontrase informacion interesante acerca de mutaciones aisladas de los

genes de interés en este capitulo. Por ejemplo, algunos autores han mostrado (Kabir et al., 2005) que
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la eliminacion de IdhA en E. coli causd la represion de la fosfoenol piruvato carboxilasa (Ppc),
enzima que se sabe contribuye a la formacion catabodlica de succinato bajo condiciones anaerobias.
La fosfoenol piruvato carboxicinasa, que cataliza la reaccion inversa a la Ppc, fue sobre expresada en
dicha mutante. Ello podria causar una reduccién en la acumulacion de succinato. Sin embargo, en los
experimentos presentados en este capitulo no se observé reduccion en la acumulacion de succinato
de las cepas mutantes cultivadas bajo condiciones anaerobias intermitentes. La acumulacion de
lactato puede tener efectos deletéreos importantes en E. coli, y podria tener relevancia para explicar
el pobre desempefio de las cepas VAL22 y W3110 para producir GFP bajo condiciones oscilantes de
TOD. Por ejemplo, reportaron que el lactato actia como un efector importante que amplifica la
actividad de la cinasa ArcB (Rodriguez et al., 2004). Como se menciond en capitulos anteriores,
ArcB es una molécula sensora que forma parte del sistema de dos componentes de regulacién global
de metabolismo aerobio/anaerobio en E. coli (Georgellis et al., 2001). La presencia de lactato en el
medio de cultivo puede amplificar las sefiales necesarias para la induccion de genes anaerobios y
represion de genes aerobios, cuya expresion es regulada por dicho sistema. Durante los cultivos bajo
oscilaciones de TOD, la ausencia de lactato podria entonces disminuir la fuerza de la sefial y esto a su
vez disminuir la induccion de genes anaerobios, lo que puede explicar en parte la recuperacion de
velocidad de crecimiento por las cepas mutantes en IdhA. Por otra parte, se ha determinado (Zhu y
Shimizu, 2004) que la concentracion intracelular de ATP fue hasta 18 % mayor en mutantes pflB". Si
esto también ocurriera en las cepas VAL23 y VAL24, un ambiente intracelular méas favorable
energeticamente podria estar también contribuyendo a la recuperacion de velocidad de crecimiento
en los cultivos oscilados, en los que se espera un metabolismo menos eficiente en generacion de

energia.

La cepa VAL24 (una cepa W3110, IdhA", pfIB", poxB::cat), mostré un comportamiento superior al de
las otras cepas, indicando un resultado sinérgico de las tres mutaciones. Ademas, esta fue la cepa
menos afectada por los gradientes de oxigeno disuelto. Parametros importantes, como la velocidad
especifica de crecimiento, la velocidad especifica de produccion de GFP y la méaxima concentracion

de GFP fueron similares en condiciones constantes y oscilantes de TOD.

Debe hacerse notar que loe efectos de las citadas mutaciones s6lo han sido estudiados por separado, y
no como el genotipo de una sola cepa (Vemuri et al., 2005; Yang y San, 1999; Zhu y Shimizu, 2004).
Los efectos globales de estas tres mutaciones juntas pueden ser diferentes que los de cada mutacion

aislada.
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Se ha demostrado que una mutacion poxB™ en E. coli causa una pequefia reduccion en la acumulacién
aerobia de acetato, y que disminuye ligeramente la velocidad de crecimiento en condiciones aerobios
(Abdel-Hamid et al., 2001; Flores et al., 2004; Ponce, 1999; Vemuri et al., 2005), aunque le
reduccion de crecimiento no fue observada en VAL22 en las condiciones aerobias de crecimiento
empleadas aqui. En este trabajo, las cepas doble y triple mutantes alcanzaron mayores velocidades de
crecimiento, comparadas con su progenitora. Se ha encontrado (Vemuri et al., 2005) que el
coeficiente de mantenimiento fue 55 % mas bajo y el coeficiente respiratorio 18 % mas alto para
cepas poxB’, comparadas con su cepa progenitora. Esto sugiere que el carbono es mas eficientemente
incorporado en biomasa en dichas mutantes. Si a ese efecto le sumamos las ventajas otorgadas por las
mutaciones en pflIB y IdhA, podemos suponer que en la triple mutante se potencia la capacidad
biosintética para la produccién de proteina heterdloga, ya que Ygrpis Y €l rendimiento global Yys
bajo condiciones oscilantes de TOD permanecieron casi inalteradas, comparadas a cultivos a TOD
constante de la cepa triple mutante. Ademas, podemos decir que practicamente todo el acetato
producido por VAL24 es sintetizado por las enzimas AckA y Pta, lo que significa que, como
consecuencia de la inactivacién de poxB, se produce un mol de ATP por cada mol de acetato
producido en los cultivos de VAL24. Esto a su vez, puede resultar en un mejor estado energético de
las células, y ello combinado con los efectos de un desperdicio de carbono reducido debido a las
mutaciones en pfIB y IdhA, pueden ser, al menos en parte, la explicacion del mejor desempefio
observado en VAL24.

Comparada con la cepa progenitora, VAL24 acumulé 0.739 g/L menos de formato, 0.516 g/L. menos
de lactato y 0.196 g/L menos de acetato. Esto resulta en una reduccion del carbono desperdiciado de
0.038 Cpol/L durante cultivos anaerobios intermitentes. En comparacion, la cepa W3110 desperdicio
0.0935 Cyol/L en forma de metabolitos de fermentacién. Esto significa que las mutaciones presentes
en VAL24 resultaron, en promedio, en un ahorro de 40 % de carbono en forma de subproductos de
fermentacion en cultivos oscilados, lo que a su vez explica las mayores concentraciones de biomasa y

GFP alcanzadas y los mejores rendimientos observados.

3.2.1.3 Conclusiones parciales.

Los resultados presentados demuestran que, aunque E. coli responde rapidamente a ambientes
heterogéneos en TOD mediante la activacion de su metabolismo de fermentacion, el uso de tales vias

no es necesario en tiempos de circulacion cortos (i.e., 33 s en condiciones anaerobias, seguidos de
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17 s en condiciones aerobias). Las cepas mutantes, bloqueadas en algunas de las reacciones de
fermentacion &cido-mixta al nivel del nodo del piruvato, recuperaron velocidad de crecimiento y
disminuyeron la fraccion de carbono desperdiciada como productos de fermentacion téxicos cuando
fueron cultivadas bajo gradientes de TOD como los que pueden ocurrir biorreactores de gran escala.
La cepa VAL24, una triple mutante en los genes pflB, IdhA y poxB, mostré un desempefio superior
cultivada bajo condiciones aerobias constantes o anaerobias intermitentes, manteniendo una rapida
velocidad de crecimiento y alcanzando mayores concentraciones de proteina heter6loga y mayor
productividad que su cepa progenitora, que la mutante simple (VAL22, poxB’), y que la doble
mutante (VAL23, pfIB’, IdhA"). Esto abre nuevas posibilidades para la ingenieria metabolica de cepas
menos sensibles a gradientes de TOD y con mejores caracteristicas productivas bajo condiciones de
gran escala. Por ultimo, la informacion presentada en este capitulo, puede ser util hacia el disefio de

celulas con un genoma minimo para aplicaciones industriales.
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3.2.2 Cultivo, a altas concentraciones de glucosa, de Escherichia coli modificada en el sistema
de transporte de sustrato: una alternativa a los cultivos alimentados para la produccion de

proteina recombinante.

Los cultivos con una alta concentracion celular (alta densidad celular) son la opcion preferida para la
produccioén de productos bioldgicos, debido a las productividades volumétricas alcanzables. Las altas
concentraciones celulares (mayores de 40 g/L), son alcanzadas una vez que elevadas cantidades de
sustrato han sido convertidos a biomasa. Sin embargo, en el caso particular de cultivos de E. coli, las
concentraciones de sustrato (generalmente glucosa) empleadas para los cultivos raramente exceden
de 30 g/L. Una de las causas principales para evitar el uso de concentraciones mayores de glucosa, es
la considerable acumulacion de acetato, aun bajo condiciones aerobias, fendmeno conocido como
sobreflujo metabdlico (Eiteman y Altman, 2006). La glucosa es transportada normalmente en E. coli
por el sistema de la fosfotransferasa (PTS). Este es un sistema inducible y altamente eficiente. El
sobreflujo metabolico se asume como consecuencia de un desbalance entre los flujos de la glicolisis
y del CAT en E. coli. Los altos valores de gs transportada por el PTS son procesadas eficientemente
por la glicolisis. Sin embargo, el acetil-CoA, producto final de la glicdlisis, no es procesado a la
misma velocidad por el CAT, lo que provoca su acumulacion (Eiteman y Altman, 2006). El
acetil-cCoA es alternativamente transformado en acetil-fosfato por la enzima fosofotransacetilasa, y
enseguida convertido a acetato por la acetato-cinasa, en una reaccion que genera 1 ATP por mol de
acetato producido (Eiteman y Altman, 2006). La cantidad de acetato producido debido al sobreflujo
metabdlico puede ser hasta 15 % de la glucosa suministrada (Wolfe, 2005). Ademas de la légica
pérdida de productividad del proceso debido a un desperdicio de esqueletos carbonados, la
acumulacidn de acetato provoca efectos fisioldgicos indeseables en E. coli, incluso a concentraciones
de 1.5 g/L (Luli y Strohl, 1990; Bauer et al., 1990). Algunos de los efectos incluyen reduccién de la
capacidad de E. coli para producir proteina recombinante (Jensen y Carlsen, 1990), y que el acetato
interfiere con la produccion de ATP al reducir el gradiente de protones transmembranal (Lee, 1996).
Koh et al. (1992) demostraron que el acetato tiene un mayor impacto en células recombinantes que
en células silvestres de E. coli. EI mecanismo exacto de dafio en la produccion de proteina
recombinante no ha sido elucidado, pero se ha sugerido que el acetato puede reprimir la sintesis de
ADN, ARN, proteinas y lipidos (Lee, 1996).

En consecuencia, uno de los objetivos basicos en el cultivo a alta densidad celular de E. coli es

reducir o eliminar la produccién de acetato. El enfoque tipico del ingeniero de bioproceso para
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eliminar el sobreflujo metabdlico es reducir gs mediante el suministro de glucosa a tasas bajas y con
perfiles predeterminados. El esquema tipico de los cultivos alimentados consta de una fase de cultivo
en lote, en la que las células adicionadas en el indculo consumen una cantidad de sustrato contenida
inicialmente en el medio. Para cultivos de E. coli, esta cantidad de sustrato (generalmente glucosa),
oscila entre los 5y 30 g/L. Una vez agotado el sustrato, se inicia la alimentacion al biorreactor de una
solucion de sustrato altamente concentrada (v. gr., para el caso de glucosa llega a ser de una
concentracion de hasta 800 g/L). La adicion exponencial de glucosa al cultivo permite mantener una
velocidad de crecimiento constante y, al menos idealmente, un estado fisioldégico constante en
E. coli. Sin embargo, los cultivos alimentados tienen las desventajas que se detallaron en la
introduccién de este trabajo, con los efectos negativos descritos en la seccién 3.2. Ademas, los
cultivos alimentados a escala industrial requieren de costosos equipos adicionales, mayor tiempo de
operacion y esquemas de control mas complejos que los empleados en las operaciones en lote. Esas
desventajas podrian ser superadas si fuera posible alcanzar altas densidades celulares en modos de

cultivo simples, como el lote.

Una alternativa para reducir el sobreflujo metabdlico es disminuir gs mediante la ingenieria del
sistema de transporte de sustrato. Esta estrategia ha sido explorada anteriormente (De Anda et al.,
2006), empleando una cepa de E. coli en la que el PTS fue bloqueado y la glucosa es transportada a
través de la permeasa de galactosa (GalP), que fue colocada bajo el control del promotor fuerte trc,
directamente en el cromosoma (fig. 3.19). El transporte de glucosa por GalP, en esta construccién
ayuda a balancear los flujos entre CAT y glicolisis (Hernandez-Montalvo et al., 2003), lo que reduce
fuertemente el sobreflujo metabdlico (Flores et al., 2002, 2004, 2005). Una vez que se ha obtenido
una construccion molecular robusta para reducir el sobreflujo metabdlico, podrian emplearse
elevadas concentraciones de glucosa en el medio para cultivar E. coli, con una minima produccién de

acetato.

En este trabajo se propuso el empleo de altas cantidades iniciales de glucosa (hasta 100 g/L) en
cultivos por lote, con la finalidad de lograr altas densidades celulares sin afadir sustrato
externamente y evitando en consecuencia, los gradientes de sustrato inherentes a los cultivos

alimentados.
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Figura 3.19. Esquema
simplificado del transporte de
sustrato a través del PTS (A)
y de GalP (B), y su relacién
con las ramas del
metabolismo relevantes para
la produccion de acetato.

3.2.2.1 Cultivos de E. coli bajo concentraciones moderadas de glucosa.

La cepa nativa W3110 y la cepa modificada en el transporte de sustrato, denominada VH32, fueron
transformadas con el plasmido pV21 para la produccién de GFP. Ambas cepas fueron cultivadas en
modo lote, bajo condiciones aerobias (TOD mayor de 30% saturacion) y pH constante (7.05) en un
medio de cultivo complejo. La produccion de GFP fue inducida desde la inoculacion mediante la
adicién de IPTG. Las concentraciones de glucosa empleadas fueron 30, 50 y 100 g/L. Los perfiles
cinéticos de los cultivos se muestran en las figuras 3.20 a 3.22. La concentracion de 30 g/L de
glucosa fue empleada como base de comparacion para los cultivos a 50 y 100 g/L de glucosa. La
figura 3.20 muestra los perfiles crecimiento de W3110 y VH32, la produccion de GFP y acetato, y la
concentracion extracelular de glucosa. VH32 creci6 a una velocidad ligeramente menor
(ttmax= 0.61+ 0.03 h%) que la de W3110 (pma= 0.65% 0.02 h™) (ver abajo).

Globalmente, la glucosa fue consumida con mayor lentitud por VH32 que por su cepa progenitora, ya
que el agotamiento de glucosa tomd 9 h en cultivos de VH32 y 8 h en cultivos de W3110. El acetato
alcanzo concentraciones de 3.96 + 0.2 g/L en W3110, y fue después fue parcialmente consumido. En
contraste, la concentracion de acetato alcanzé un valor maximo de s6lo 0.15 + 9x10™ g/L en cultivos
de VH32. Las concentraciones de biomasa y GFP fueron 14.7 % (20.25 £ 05 g/L) y 94 %
(3.3 £ 0.2 g/L) mayores en cultivos de VH32 que para W3110.
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La diferencia en la asimilacién de glucosa entre las cepas se reflejo en los rendimientos globales de
biomasa/substrato (Yyxss), los cuales fueron 0.54 + 0.01 g/g para W3110 y 0.65 + 0.01 g/g para
cultivos de VH32 (detalles abajo).
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3.2.2.2 Cultivos de E. coli bajo concentraciones elevadas de glucosa.

Con la finalidad de alcanzar mayores concentraciones celulares sin adicion externa de glucosa, se
realizaron cultivos con concentraciones iniciales de glucosa de 50 y 100 g/L. Las cinéticas de los
cultivos se muestran en las figuras 3.21 y 3.22, respectivamente. En estos cultivos a altas
concentraciones de glucosa, las ventajas del sistema de transporte de sustrato modificado en VH32
son mas evidentes. El acetato se acumul6 hasta concentraciones del12.09 + 0.73 g/L en cultivos de
W3110 a 50 g/L de glucosa inicial (fig. 3.21, tabla 3.3). En contraste, para cultivos de VH32 a la

misma concentracion de sustrato, el acetato alcanzé niveles de 0.55 + 0.2 g/L.
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La velocidad especifica de crecimiento maxima de VH32 fue 15 % menor (uma= 0.51 + 0.03 h™) que
la de W3110 (umax= 0.6 = 0.02 h™) (fig. 3.21) a una concentracion de glucosa de 50 g/L. La méxima
concentracion de biomasa alcanzada fue 19 % mayor en cultivos de VH32 que en los de W3110
(tabla 3.3). En consecuencia, Yxss fue 17 % mayor en cultivos de VH32 (0.55 = 0.01 g/g) que en
cultivos de W3110 (0.47 £ 0.03 g/g) (fig. 3.21).
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Estas son diferencias importantes en la acumulacion de subproductos y produccion de biomasa, y
también lo son en la sintesis de GFP. W3110 produjo solo 2.1 + 0.2 g/L de GFP, mientras que VH32
produjo 4.87 + 0.08 g/L, lo que es un incremento de 2.32 veces sobe su cepa progenitora. Estas
diferencias de comportamiento entre las cepas fue mas importante en cultivos a concentracion inicial
de glucosa de 100 g/L (fig. 3.22). La acumulacion de acetato alcanzé un maximo de 13.56 + 0.36 g/L
en cultivos de E. coli W3110. Nuevamente, la produccion de acetato en cultivos de VH32 fue mucho
mas baja, alcanzando niveles méaximos de tan solo 2.08 + 0.22 g/L a las 6 h de cultivo, para ser
reasimilado posteriormente. En consecuencia, VH32 produjo 52.1 + 0.5 g/L de biomasa, mientras
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que W3110 sélo alcanz6 niveles de of 33.9 + 0.06 g/L. Esto significa una produccién de biomasa

54 % mas alta para VH32, y se reflejo en un valor de Yyxs 58 % mas alto para VH32
(0.52 £ 0.02 g/g) que para W3110 (0.33 £ 0.01 g/g). Es importante notar que VH32 produjo
8.29 + 0.37 g/L de GFP, esto es, 210% mas que lo producido por su cepa progenitora (tabla 3.3).
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La velocidad especifica de crecimiento para ambas cepas, fue menor que la alcanzada en cultivos a

menores concentraciones de glucosa, siendo 0.52 + 0.03 h™ para W3110 y 0.47 + 0.01 h™ para

VH32. A concentraciones iniciales de glucosa de 50 y 100 g/L, la glucosa fue agotada 1 h més tarde

en cultivos de VH32, comparados con los cultivos de W3110.

La fig. 3.23 muestra una comparacion de los efectos de las concentraciones de glucosa sobre el Yxs

global y la velocidad especifica de crecimiento (en fase exponencial). Se puede observar una

reduccidn lineal en la velocidad especifica de crecimiento, similar para ambas cepas, a medida que se
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incrementa la concentracion inicial de glucosa. En la condicion de mayor concentracion de glucosa
evaluada, la velocidad especifica de crecimiento cayo en un 25 %, comparada con la de la menor
concentracion de glucosa, para ambas cepas. Los valores mostrados en la fig. 3.23 fueron calculados
durante las primeras 5-6 h de cultivo, por lo que dicha disminucion de velocidad de crecimiento
puede atribuirse a la concentracién inicial de nutrientes principalmente. Otro factor importante para
inhibir la velocidad de crecimiento, aunque en etapas méas avanzadas del cultivo, es la concentracion

de acetato, que se discute mas adelante.
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Figura 3.23. Efecto de la concentracion inicial de glucosa en la velocidad especifica de crecimiento (A) y el Yy
global (B) en cultivos de VH32 y W3110.

El incremento de la concentracion de nutrientes causé también una reduccion lineal del valor global
de Yyxss. Sin embargo, dicho efecto fue claramente mayor en cultivos de W3110, probablemente
debido a la importante fraccion de fuente de carbono que es dirigida a la produccién de acetato en
esta cepa. En conjunto, los resultados obtenidos indican que el flujo de carbono fue redireccionado
efectivamente a la produccion de biomasa y sintesis de proteina heter6loga por la cepa modificada en
el sistema de transporte de sustrato, en vez de ser dirigido a la produccion de acetato, ain en

ambientes con muy altas concentraciones de glucosa.

3.2.2.3 Cultivos de E. coli alimentados exponencialmente con limitacion glucosa.

Para evaluar si el cultivo de la cepa modificada en el transporte de sustrato a elevadas

concentraciones de nutrientes, puede ser una alternativa viable a los cultivos alimentados
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tradicionales, se llevaron a cabo cultivos exponencialmente alimentados, limitados en glucosa, de
W3110. El desempefio de estos cultivos fue comparado con el de cultivos de VH32 a una
concentracion inicial de glucosa de 100 g/L. Los cultivos alimentados fueron operados con una fase
lote inicial a una concentracion de 20 g/L de glucosa. Una vez que esta glucosa fue consumida
totalmente, se inicié un perfil de alimentacion exponencial de glucosa para mantener una velocidad
de crecimiento de 0.13 h™ (fig. 3.24). La solucidn de alimentacion conservo la proporcion de extracto
de levadura/glucosa empleada en todos los cultivos por lote, y contenia espectinomicina e IPTG para
mantener constantes las concentraciones de estos compuestos en el biorreactor. Como puede
observarse en la fig. 3.24, la glucosa fue consumida después de 5.5 h en la fase lote. En ese
momento, la concentracion de acetato era de 2 + 0.15 g/L. El acetato fue reasimilado durante las
siguientes 8.5 h, y su concentracion permanecié cercana a cero el resto del cultivo (fig. 3.24). Esto
demuestra que la tasa de alimentacion mantuvo la velocidad de consumo de glucosa a un valor lo
suficientemente bajo para evitar el sobreflujo metabdlico. Después de 30 h de cultivo, la biomasa
alcanzd una concentracion de 91.7 = 5 g/L, y la GFP una concentracion de 24.95 + 1.8 g/L. Las

productividades de estos cultivos y los cultivos de VH32 a 100 g/L de glucosa inicial se discuten mas

enseguida.
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3.2.2.4 Discusioén.

Los cultivos alimentados son una tecnologia bien establecida en la industria de fermentaciones. La
importancia de este modo de cultivo se ve reflejada en el amplio uso en todos los campos de la
biotecnologia y en los reportes que continuamente son publicados sobre estrategias de alimentacion,
esquemas de control, y estudios de fisiologia celular en cultivos alimentados. Usualmente, los
cultivos de E. coli en lote alimentado, son operados a una baja tasa de dilucion para evitar el
sobreflujo metabdlico mediante el control de la velocidad especifica de consumo de glucosa a un
valor bajo, a través de la adicion controlada de glucosa (Eiteman y Altman, 2006). Sin embargo,
algunos hallazgos recientes indican que una velocidad de crecimiento muy baja desata respuestas de
tipo estrés en cultivos de E. coli (Ihssen y Egli, 2004). Por ejemplo, en cultivos de E. coli a bajas
tasas de crecimiento (por debajo de 0.1 h™) puede existir liberacion de endotoxinas (Svensson et al.,
2005) lo que representa también una desventaja importante para la produccion de vacunas y

terapéuticos bajo dichas condiciones de cultivo.

Un problema inherente de los cultivos de gran escala alimentados es la presencia de gradientes
ambientales, generalmente atribuidos a procesos de mezclado ineficientes en los biorreactores
industriales (Lara et al., 2006a). Por ejemplo, a pesar de que se asume que la concentracion de
glucosa en el biorreactor permanece practicamente en cero, las células estan expuestas a regiones con
concentraciones muy altas de sustrato en la zona de alimentacion (Enfors et al., 2001). En contraste,
en regiones distantes del punto de alimentacion, las células pueden sufrir de serias limitaciones de
sustrato (“hambruna”) (Lapin et al., 2006). En consecuencia, las células en reactores alimentados
viajan continuamente de regiones con alta concentracion de sustrato a regiones sin glucosa. Cuando
las células circulan por regiones con alta concentracion de glucosa, las células de E. coli incrementan
su tasa de gs Yy, a pesar de los cortos tiempos de exposicion a esas regiones, el sobreflujo metabdlico
puede ser activado. En las regiones con alta concentracion de glucosa, la respiracion aerobia es
incrementada inmediatamente, y esto puede crear zonas con limitaciones de oxigeno, lo que a su vez
induce el metabolismo de fermentacion &cido-mixta en E. coli. De acuerdo con esto, ademas de
acetato, se ha observado la acumulacion de lactato, y formato bajo condiciones ambientales
oscilantes (Xu et al., 1999; Enfors et al., 2001; Sandoval et al., 2005; Lara et al., 2006b). Dichas
desviaciones metabolicas causan efectos negativos importantes en la produccion de proteina

recombinante (ver seccion 3.1.1), como los descritos en este trabajo. Se esperan pocas mejoras en los
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procesos de mezclado en la gran escala durante los préximos afios, por lo que parece que la presencia

de gradientes de sustrato en los reactores alimentados dificilmente podra ser evitada.

Estudios previos han demostrado que los problemas de la ingenieria del bioproceso pueden ser
atacados mediante el uso de ingenieria metabdlica. Tal es el caso del disefio de cepas de E. coli
virtualmente insensibles a gradientes de oxigeno disuelto, como se describi6 la seccion 3.2.1 de esta
tesis. En el presente estudio, la presencia de gradientes de glucosa ha sido evitada mediante la
adicion de cantidades de glucosa muy elevadas desde el principio del cultivo, eliminando de esta
manera la alimentacion externa de sustrato. EI problema preponderante de la acumulacion de acetato
fue superado mediante el empleo de una cepa con un sistema de transporte de sustrato modificado
(De Anda et al., 2006). La acumulacién de acetate en cultivos de W3110 y VH32 se vio
incrementada con el incremento de la concentracién inicial de glucosa. No obstante, la cantidad de
acetato acumulado por VH32 fue tan solo de 2 g/L bajo la mayor concentracién de glucosa, lo que
significa Unicamente un 15 % de la cantidad producida por W3110 bajo las mismas condiciones. En
comparacion con el sistema PTS nativo, que es inducible por glucosa, el transporte de glucosa a
través de GalP en la cepa modificada es constitutivo. GalP internaliza la glucosa a una tasa més baja
que PTS, ya que la maxima velocidad de transporte de glucosa por GalP es de 15.6 pg/min-gpro,
mientras que el PTS la transporta a una maxima velocidad de 126 pg/min-gp: (Gosset, 2005). De
esta manera, W3110 transporta la glucosa por el sistema PTS virtualmente a su maxima capacidad a
lo largo del cultivo, saturando el metabolismo de glucosa y la cadena respiratoria, como se explicd
anteriormente. En contraste, el transporte de glucosa mas lento en VH32, evidenciado por la menor
velocidad especifica de consumo de glucosa (ver fig. 3.20 a 3.22), mantiene un metabolismo mas
balanceado. El valor de gs para cultivos de W3110 creciendo exponencialmente en cultivos por lote
fue 0.49 + 0.06 g/g h, mientras que gs para cultivos de VH32 fue 0.19 £ 0.05 g/g h, lo que significa
que el consumo de glucosa por VH32 fue alrededor de 61 % menor que el de su cepa progenitora. En
la figura 3.13 se ilustrd la produccion de acetato a partir de acetil-CoA, sin embargo, el acetato puede
también ser producido a partir de piruvato por accion de la piruvato (PoxB). Esta enzima es
controlada transcripcionalmente por RpoS, el factor transcripcional de respuesta a estrés global
(Chang et al., 1994). Entonces, es probable que si las células estuvieran estresadas en condiciones de
alta concentracion de sustrato, parte del acetato generado estuviera originado por respuestas de estrés

ademas de sobreflujo metabdlico (Flores et al., 2004, 2005).
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En la literatura, las concentraciones celulares con las que se denomina a un cultivo como de “alta
densidad celular” varian desde 25 hasta més de 120 g/L de biomasa seca. De acuerdo con esto, los
cultivos de VH32 a concentraciones iniciales de glucosa de 50 y 100 g/L presentados aqui, pueden
ser referidos como de alta densidad celular. Los valores de concentracion de biomasa presentados en
este trabajo, representan, hasta donde tenemos conocimiento, las mayores concentraciones de
biomasa alcanzadas para un cultivo por lote de E. coli productora de proteina recombinante. Basados
en los datos recientemente compilados (Choi, et al., 2006), la concentracion maxima de GFP
producida por VH32 (8.29 g/L) compara muy favorablemente con cultivos alimentados de E. coli
para la produccion de proteina heterodloga. Hasta donde se sabe, la concentracion inicial de 100 g/L
de glucosa es la més alta empleada para cultivos de aplicacion practica de E. coli. Otros autores han
empleado concentraciones de fuente de carbono tan altas como 50 g/L. Especificamente, se ha
reportado (Voss et al., 2004) la produccion de ADN plasmidico para aplicaciones biofarmacéuticas
por E. coli DH5a en un medio conteniendo 50 g/L de glicerol. Dichos autores reportaron la
produccion de cerca de 27 g/L de biomasa, pero no reportaron la produccion de acetato. Por otra
parte, Phue et al. (2005) reportaron el cultivo de E. coli JIM109 y BL21 en procesos por lote con una
concentracion de glucosa de 40 g/L, con fines de estudios fisiologicos. Bajo estas condiciones, el
acetato se acumulé hasta 11y 3.7 g/L, y la densidad 6ptica méaxima alcanzada (a 600 nm) fue de 35y
63.6 para JM109 y BL21, respectivamente. No se reportaron datos de la concentracion de biomasa, y
las cepas no expresaban producto heter6logo ni portaban pldsmidos externos. Como se mostro
anteriormente, la cantidad de sustrato empleada y las concentraciones de biomasa alcanzadas fueron
mucho mayores en el presente estudio. Mas aun, la cepa VH32 cultivada con 100 g/L de glucosa
inicial, produjo menos acetato que la cepa BL21 crecida con 40 g/L de glucosa. Es interesante
remarcar que BL21 es una cepa bien conocida por su capacidad de acumular bajas cantidades de

acetato, y es ampliamente utilizada para la expresion de proteina heterdloga.

Un &rea importante para mejorar el desempefio de VH32 es perfeccionar la composicion del medio
de cultivo, en particular la concentracién de las sales y el extracto de levadura. Comparado con los
cultivo a 30 g/L de glucosa inicial, la velocidad especifica de crecimiento cay6 en un 25 % en ambas
cepas cuando la concentracion inicial de glucosa fue 100 g/L (fig. 3.23). Existen varios factores que
pueden afectar la velocidad de crecimiento bajo las condiciones evaluadas. La glucosa puede inhibir

el crecimiento de E. coli a concentraciones mayores de 50 g/L (Shiloach y Fass, 2005). Es entonces
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razonable pensar que la elevada cantidad de glucosa empleada en este trabajo puede ser uno de los

factores que afectan los cultivos a 50 y 100 g/L de glucosa.
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Por otra parte, el extracto de levadura, que contiene una mezcla compleja de nutrientes, también fue
utilizado a concentraciones inusualmente altas (hasta 50 g/L). Es posible también que uno o varios de
los nutrientes presentes en el extracto de levadura causaran inhibicion del crecimiento. Una
caracteristica relevante de los medios de cultivo formulados para el presente trabajo, es su alta
osmolalidad, debido a la cantidad de nutrientes incluida. La fig. 3.25 muestra la osmolalidad de los
medios empleados, al inicio del cultivo y al final del mismo (luego de que la glucosa fuera agotada).
La osmolalidad de los cultivos fue alta, alcanzando valores de hasta 1.6 Osm/kg en el medio mas
concentrado. Cayley y Record (2003) reportaron una fuerte reduccion en la velocidad especifica de
crecimiento a valores de osmolalidad superiores 0.5 OsM, comparados con los valores obtenidos a
una osmolalidad de 0.3 OsM. En un medio mineral, encontraron que el crecimiento se aproximaba a
cero cuando la osmolalidad alcanzaba valores de 1.8 OsM. En medio LB, el crecimiento se
aproximaba a cero cuando la osmolalidad era de 3.1 OsM.

Con base en estos datos, la alta osmolalidad de los medios con altas concentraciones de glucosa,
podrian ser una causa de la reduccion de velocidad de crecimiento observada. Esta osmolalidad
puede ser optimizada con una adecuada reformulacién y evaluacion del medio de cultivo. Sin
embargo, la velocidad de crecimiento de VH32 con 100 g/L de glucosa inicial (0.47 h™) fue mucho
mayor que las velocidades de crecimiento usualmente empleadas en cultivos alimentados, que puede
ser tan baja como 0.05 h™* (Svenson et al., 2005). A pesar de ello, VH32 acumul6 bajas cantidades de

acetato y mantuvo altos niveles de produccion de GFP.
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Como se muestra en la fig. 3.23, la velocidad de crecimiento de VH32 (en fase exponencial) fue
ligeramente menor que la de W3110 en las diferentes condiciones evaluadas. Sin embargo, como se
ilustra en la fig. 3.26 para una concentracion inicial de glucosa de 100 g/L, la velocidad de
crecimiento de VH32 fue mayor que la de W3110 en buena parte del cultivo. Especificamente, la
velocidad de crecimiento de W3110 fue en promedio 0.52 h'* durante las primeras 5 h de cultivo,
pero posteriormente disminuy6 en forma progresiva hasta un valor de 0.04 h™* a las 11 h de cultivo
(fig. 3.26). En contraste, la velocidad de crecimiento de VH32 fue casi constante durante las primeras
7 h de cultivo (fig. 3.26). A partir de entonces, hubo una disminucion en la velocidad de crecimiento,
pero s6lo hasta un valor minimo de 0.2 h™. Una posible razon para la importante disminucion de
velocidad de crecimiento de W3110 comparado con VH32 puede ser la alta acumulacion de acetato
en los cultivos de la cepa progenitora. Luli y Strohl (1990) observaron una fuerte inhibicion del
crecimiento de E. coli cuando el acetato se acumulaba a concentraciones mayores de 5 g/L, lo cual
corresponde a una concentracion de la forma protonada de cerca de 30 mg/L a pH de 7.0. Como se
observa en la fig. 3.26, después de 5 h de cultivo de W3110 a altas concentraciones de glucosa, la
concentracion de acetato alcanzo niveles cercanos a los 5 g/L. Después de este punto, se observo la
caida en velocidad de crecimiento (fig. 3.22). La maxima concentracion de acetato acumulado por
VH32 cultivada con 100 g/L de glucosa inicial fue 2 g/L, y fue reasimilado después de 5 h de cultivo.
Ya que no se espera una fuerte inhibicién debida al acetato bajo estas condiciones, la caida en
velocidad de crecimiento de VH32 puede deberse a agotamiento de algun nutriente en el medio
(v. gr., alguno presente en el extracto de levadura), o a respuestas de estrés como la sobre expresion
de RpoS, que es inducida a altas densidades celulares (Liu et al., 2000), y que disminuye la velocidad
de crecimiento. Es posible que un mayor valor del coeficiente de mantenimiento (para mantener la

osmolalidad intracelular constante) pudiera ser también una causa en la reduccion de los
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rendimientos observada. A pesar de ello, el rendimiento Yyx;s de VH32 cultivada a 100 g/L de glucosa
fue similar que el de W3110 a 30 g/L de glucosa, lo que demuestra el desempefio superior de la cepa

VH32 aun comparado con cultivos de W3110 a baja concentracion de glucosa.

Los valores de gs para W3110 se incrementaron de 1.39 a 1.98 g/ g h durante la fase de
crecimiento exponencial a las concentraciones de glucosa de 30 y 100 g/L. Dichos valores de Qs
estan por encima de los valores umbrales reportados para la produccién aerobia de acetato en
quimiostatos de E. coli TG1 (0.64 g/g h) y MG1655 (0.8 g/g h) (Kayser et al., 2005; Vemuri et
al., 2006). En contraste, los valores de gs para VH32 se incrementaron de 0.47 hasta 0.76 g/g h.
Este ultimo valor, en cultivos de VH32 con 100 g/L de glucosa inicial, es muy cercano a los
valores umbrales mencionados, lo que puede explicar parcialmente la acumulacion de acetato

observada.

Se ha demostrado que la concentracion intracelular de fosfoenol piruvato (PEP) disminuye de
manera importante al incrementarse gs, mientras que la concentracion de piruvato se incrementa
(Vemuri et al., 2006). Ello ha sido atribuido al acoplamiento de la transferencia de una molécula
de fosfato del PEP a la glucosa en el transporte mediado por PTS. El PEP es un intermediario
importante en procesos metabdlicos, como la sintesis de aminoécidos aromaticos (Gosset, 2005).
En la cepa VH32 el PEP no es consumido durante el transporte de glucosa. Por lo tanto puede
suponerse que la concentracion intracelular de PEP sea menos dependiente de gs, 1o que a su vez
provocaria una mayor disponibilidad de PEP para rutas de sintesis, como la produccién de
biomasa y GFP. Se ha reportado también que genes del CAT son reprimidos al aumentar gs.
Debido al bajo valor de gs de VH32 se puede esperar una transcripcion mas activa de genes de

CAT, con el posible resultado de una mayor produccion de energia.

Para evaluar el desempefio de cultivos por lote y lote alimentado de W3110 en comparacion con
cultivos por lote de VH32, los principales pardmetros cinéticos y estequeiométricos fueron
determinados y se resumen en la tabla 3.3. Se observé una reduccion de hasta 14% en Y grps @
medida que se incrementd la concentracion inicial de glucosa, mientras que Y crpix permanecio
aproximadamente constante. Aunque la velocidad global de produccion de GFP disminuy6 para
VH32, la productividad global incrementdé para ambas cepas, debido al efecto incremental de

produccion de GFP durante las dltimas horas adicionales del cultivo al aumentar la cantidad inicial
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de glucosa. Dicho incremento fue mayor para la cepa VH32. Los rendimientos de produccién de GFP
(Yerris Y Yoreix) €n cultivos de VH32 a 100 g/L de glucosa fueron entre 25 y 41% menores
comparados con los obtenidos en cultivo por lote alimentado de W3110. Sin embargo, la velocidad
especifica de produccion de GFP fue 44 % mayor para VH32. Un resultado importante es que la
productividad global fue solo 18 % menor para cultivos por lote de VH32 a 100 g/L de glucosa
inicial, comparados con los cultivos por lote alimentado de W3110.

El cultivo por lote de VH32 podria ser preferido sobre el cultivo alimentado de W3110, debido a
procedimientos operacionales mas sencillos, que reducen el riesgo de fallas y a que se requieren
menos equipo y menores tiempos de proceso para cada lote de produccion. Los efectos observados
debido al incremento de la concentracion de nutrientes en el medio pueden ser superados, al menos

parcialmente, mediante optimizacion del medio de cultivo y modificaciones celulares adicionales.

3.2.2.5 Conclusiones parciales.

Fue posible alcanzar altas densidades celulares en cultivos por lote empleando una alta concentracion
inicial de glucosa y una cepa de E. coli modificada en el sistema de transporte de sustrato. Las
concentraciones maximas de biomasa (52 g/L) y GFP (8.29 g/L) logradas representan las mas altas
reportadas para cultivos por lote de E. coli expresando proteina heteréloga. Estos resultados fueron
posibles debido a una eficiente prevencién del sobreflujo metabdlico en la cepa modificada, con la
consecuente reduccion en acumulacion de acetato. Este simple modo de cultivo, puede ser una
opcion viable a los cultivos alimentados limitados por glucosa, y evitan los problemas inherentes a
estos procesos en la gran escala, como los gradientes de glucosa, cuyos efectos negativos han sido
descritos en capitulos anteriores. Existen todavia oportunidades de mejora para los cultivos de VH32
con altas concentraciones de sustrato. Se requiere un analisis detallado de la fisiologia de E. coli bajo
estas condiciones para entender el origen de los efectos observados y proponer soluciones desde la

perspectiva de proceso o de ingenieria celular.
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Tabla 3.3. Pardmetros relevantes para comparar los cultivos por lote con alta concentracién inicial de glucosa con un cultivo por lote alimentado.

W3110 VH32
Parametro 30g/L™ 50g/L " 100 g/L @ Fed-batch 30 g/L 50" g/L 100™ g/L
(unidades) (250 g/L de
glucosa total)
Tiempo de 8 9 11 30 9 10 12
cultivo (h)
Conc. max.de | 17.65%0.10 24 + 1.47 33.9+0.06 91.67+5 20.25+0.5 28.57 +0.73 52.1+0.5
biomasa (g/L)
Conc. max. de 1.7+0.2 21+0.2 3.94+05 2495+ 1.8 3.3+0.2 4.87 +0.08 8.29 +0.37
GFP (g/L)
Conc. méx. de 3.96 +0.2 12.09 £ 0.73 13.56 + 0.36 2.0+0.15 0.15 + 9x10™ 0.55+0.2 2.08 £0.22
acet. (g/L)
Y eers (@07 0.049+£0.003 | 0.039 +0.002 0.037 +0.005 0.106 +0.01 0.105 + 0.005 0.092 + 0.004 0.080 + 0.002
Y areix (9 97 0.091+0.003 | 0.090 +0.004 0.110 +£0.013 0.274 +£0.03 0.162 + 0.006 0.168 +0.013 0.160 + 0.008
derr (g™ ™) | 0.011 £4x10* | 0.009 + 4x10° 0.010+0.001 | 0.009 +4x10™* | 0.018 + 7x10° 0.017 + 4x10™ 0.013 + 6x10™
Productividad | 0.194+0.008 | 0.224 +0.003 0.342 +0.051 0.826 + 0.08 0.351 +0.022 0.454 +0.015 0.676 + 0.027
@L*h?)

Ta: Denota la concentracién inicial de glucosa en cultivos por lote.

b: + se refiere al error entre cultivos por duplicado
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4. Conclusiones.

En el presente trabajo, se presentaron estudios que integraron fundamentos de escalamiento
descendente y herramientas modernas de andlisis fisiolégico para investigar la respuesta
celular a fluctuaciones ambientales que pueden ocurrir en biorreactores industriales. Se
abordaron dos de los mas importantes parametros que pueden presentar gradientes en cultivos

industriales: la concentracion de glucosay la TOD.

En ambos casos, se observé que E. coli puede responde rapidamente a periodos anaerobios
intermitentes, mediante el reajuste de sus niveles transcripcionales y redireccionamiento de
flujos de carbono hacia vias fermentativas. Esta bacteria también respondi6 a perturbaciones

en concentracion de sustrato en menos de 5 s canalizando carbono hacia acidos orgénicos.

Los resultados presentados, dejan claro que los gradientes tipicos de biorreactores
industriales tienen un efecto tanto a nivel transcripcional como de induccion de enzimas de

vias anaerobias preexistentes en las células, redireccionando los flujos de carbono.

La informacion generada es valiosa, sin embargo, queda mucho por hacer para obtener
modelos y mecanismos que permitan resolver ecuaciones como la 1.4 (pagina 18), basados
en un acoplamiento de la dindmica de los fluidos y la fisiologia microbiana en biorreactores.
Esta meta final, sera la que llevara a un disefio completamente racional de biorreactores y a

un escalamiento exitoso de los mismos.

Basados en la informacion obtenida en los estudios de escalamiento descendente, se
construyeron cepas mutantes con una menor sensibilidad a gradientes de TOD, y fueron
evaluadas nuevamente en el SED, mostrando un desempefio superior al de su cepa

progenitora cuando expresaron proteina recombinante.

Se planted ademads, cultivar una cepa de E. coli modificada en el sistema de transporte de
sustrato, bajo altas concentraciones de glucosa. Este modo de cultivo permitié obtener altas
densidades celulares, con un buen desempefio de la cepa produciendo proteina heterdloga,

debido a que la cepa modificada presenté un muy bajo nivel de sobreflujo metabdlico, lo cual



se infiere de la baja acumulacion de acetato, comparada con su cepa progenitora. El uso de
esta estrategia podria suprimir la necesidad de alimentar glucosa a los cultivos (modo lote

alimentado), y con ello suprimir los gradientes de sustrato presentes en la gran escala.

El presente trabajo representa un ejemplo Unico en la integracién de la ingenieria de
biorreactores, ingenieria metabolica y fisiologia celular para obtener cepas con un

comportamiento mas robusto ante estreses relacionados a la escala de produccion.

5. Perspectivas.

Se contemplan tres factores que seran fundamentales para comprender la fisiologia de las
celulas expuestas a gradientes ambientales. El primero es la habilidad de analizar y modelar
los complejos fendmenos hidrodinamicos que ocurren en los biorreactores agitados de escala
industrial. En este campo, los avances en la dinamica de fluidos computacional y métodos
simplificados derivados, asi como computadoras cada vez mas poderosas, llevaran a una

mejor representacion de las caracteristicas del mezclado.

El segundo factor, es el desarrollo de nuevos métodos robustos para analizar la respuesta
celular en celulas individuales o en poblaciones. Las tecnologias para analisis global de
respuestas fisioldgicas representan una herramienta poderosa para estudiar los cambios
fisiologicos bajo ambientes fluctuantes, abarcando desde la expresion genética hasta la
dinamica de metabolitos intracelulares. La citometria de flujo ha sido Gtil para monitorear las
respuestas a nivel poblacional estudiando caracteristicas como permeabilidad y polaridad de
membrana como indicadores de viabilidad celular. En la medida en que la sensibilidad y
precision de dicho método mejore, su aplicaciéon al estudio de cultivos bajo ambientes

oscilantes, y su acoplamiento a biorreactores generara informacion valiosa.

Un tercer factor de importancia es la capacidad de simular mejor los gradientes ambientales
presentes en los biorreactores de gran escala, en sistemas de laboratorio, es decir, el disefio de
mejores modelos de escalamiento descendente. Hasta ahora, se han empleado sélo dos

modelos de escalamiento descendente: configuraciones de uno y dos compartimentos. Si bien



estos sistemas han demostrado ser Utiles, también tienen deficiencias. La configuracion STR-
STR, simula cambios ambientales escalonados, que no corresponden exactamente a los
perfiles graduales de variacion esperados en un biorreactor. Estos cambios graduales pueden
simularse mejor en una configuracion STR-PFR. Sin embargo, este sistema tiene la
desventaja de que no se controlan los parametros ambientales, por lo que no se ha logrado
mantener un perfil predeterminado de variaciones ambientales. Aunque la seccion del PFR
podria estar bien instrumentada, hasta ahora no hay reportes en los que se muestren, por
ejemplo, los perfiles de CO, disuelto o pH en el PFR. En este campo, el desarrollo de
sistemas de cultivo miniaturizados, instrumentados y automatizados, pueden ser de
importante aplicacion. La miniaturizacion de biorreactores es un tema que ha captado interés
en los ultimos afios, y que podria facilitar el disefio de sistemas de escalamiento descendente
multicompartimento, que simulen de manera precisa el transito de las células a través de una

serie de condiciones ambientales bien definidas.

Se requieren sistemas de escalamiento descendente para simular gradientes de pH a lo largo
de los cultivos, sin la adicién de agentes que incrementen la osmolalidad o la concentracién
de sales del sistema. En el caso de gradientes de TOD, se ha puesto muy poca atencién al
efecto de exposicion de las células a regiones con una alta TOD, como la que podria ocurrir
en cultivos a los que se introduce aire enriquecido con oxigeno. Otros gradientes ambientales,

como la variacion espacial de CO, y temperatura, no han sido estudiados.

Estudios fisiologicos de la respuesta celular a un nivel méas detallado a condiciones de la gran
escala, pueden ser la base para modificaciones celulares conducentes a un mejor desempefio

celular. Los resultados de esta tesis han demostrado la utilidad de dicho enfoque.

Las perspectivas directas surgidas del presente trabajo son amplias. El sistema STR-mini
PFR puede ser apropiado para evaluar no sélo la dinamica de metabolismo de fermentacion,
sino también los cambios en el metaboloma y la respuesta transcripcional de las células a
perturbaciones en muy cortas ventanas de tiempo, y entender mejor lo que ocurre en un
biorreactor. Particularmente, seria de interés caracterizar cultivos de E. coli recombinante
bajo condiciones aerobias, con la finalidad de determinar el grado de desviacion hacia

anaerobiosis que existe bajo oscilaciones de TOD. Un estudio mas profundo de los



mecanismos que permiten a las cepas mutantes exhibir una menor sensibilidad a gradientes
de TOD, puede dar pauta a posteriores modificaciones celulares.

En el caso particular de la cepa VAL24, una evaluacion de los limites de sensibilidad a
periodos anaerobios durante su cultivo, pueden marcar la pauta para establecer nuevos y mas

eficientes modos operacion de biorreactores con esta cepa.

Los cultivos en lote con elevadas concentraciones iniciales de glucosa, son una interesante
area en la que se puede explorar la produccién de otro tipo de biomoléculas y la optimizacion

del medio de cultivo. Esta estrategia puede tener una importante aplicacion préactica.
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Nomenclatura.

Ccozs: Concentracion de CO, en el gas de salida [%]

Ccoze: Concentracion de CO; en el gas de entrada [%]

Coze: Concentracion de oxigeno en el gas de entrada [%]

Co2s: Concentracion de oxigeno en el gas de salida [%]

CER: Velocidad volumétrica de generacion de CO, [mmol/Lh]
D: Tasa de dilucion [h™]

F: Flujo de alimentacién de la solucion de glucosa [L/h]

GFP : Concentracion de GFP [g/L]

IC: Carbono inorganico [g/L]

kia:  Coeficiente volumétrico de transferencia de masa [h]

N : Velocidad de agitacién [rpm]

OC:  Carbono organico [g/L]

OUR : Velocidad volumétrica de consumo de oxigeno [mmol /L h]
P: Potencia [ Watt ]

Q: Flujo volumétrico de gas de salida [L/h]

Qi: Capacidad de bombeo de los impulsores [m®/s]

gao: Velocidad especifica de produccion de acido organico [g/gh]
gav: Vector de velocidades de reaccion promedio [g/gh]
Qcoz . Velocidad especifica de produccion de CO; [mmol/gh]
gere . Velocidad especifica de produccion de GFP [g/gh]
Qoz: Velocidad especifica de consumo de oxigeno [mmol/gh]
gs:  Velocidad especifica de consumo de sustrato [g/gh]

R: Constante estandar de gases =224 [L/mol]

RQ: Cociente respiratorio [ mol CO,/ mol O, ]



te:
tm -

TOC:
TOD:

Y xss -

Y GFes

W

Concentracion de glucosa

Tiempo

Tiempo de circulacion

Tiempo de mezclado

Temperatura

Carbono orgénico total

Tension de oxigeno disuelto
Velocidad en la punta del impulsor
Volumen

Flujo volumétrico de gas por volumen de medio
Concentracion de biomasa

Rendimiento de biomasa en base a sustrato
Rendimiento de GFP en base a sustrato

Velocidad especifica de crecimiento

Abreviaturas.

ATP:

ADH :

CAT:

cADN : Acido desoxirribonucléico complementario (una cadena)

CFD:

HPLC :

IPTG:

mARN

PCR:

PFL :

PFR:

Trisfosfato de adenosina
Alcohol deshidrogenasa

Ciclo de los &cidos tricarboxilicos

Dinamica de fluidos computacional
Cromatografia liquida de alta resolucion
Isopropil tiogalacto piranésido

- Acido ribonucléico mensajero
Reaccion en cadena de la polimerasa
Piruvato formato liasa

Reactor de flujo piston

[o/L]
[hs]
[s]
[s]
[°C]
[g/L]
[%]
[m/s]
[L]
[L/Lmin]
[o/L]
[9/9]
[9/9]
[h*]



PTS:  Sistema de transporte de carbohidrato: fosfotransferasa
SED: Sistema de Escalamiento Descendente

STR: Reactor de tanque agitado



Lista de los genes estudiados.

Gene Producto de traduccion
aceA Mondmero de isocitrato liasa
ackA Acetato cinasa A
adhE Alcohol deshidrogenasa
arcA, arcB Proteinas ARC (Control de respiracion aerobia)
cydA Citocromo d ubiquinol oxidasa
cyoB Citocromo o ubiquinol oxidasa
fdhF Seleno-polipéptido subunidad de la formato deshidrogenasa H
fnr Fumarato-nitrato reductasa
frdD Fumarato reductasa
fumA Fumarasa A
fumB Fumarasa B
IdhA D-Lactato deshidrogenasa
pfID Piruvato-formato liasa Il
poxB Piruvato oxidasa
sdhB Succinato deshidrogenasa
sodA Superoxido dismutasa (Mn)
SUcA, sucB 2-cetoglutarato deshidrogenasa subunidades E1 y E2
luxS Proteina LuxS

ofp

Proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein, GFP)
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