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RESUMEN

La operacion de biorreactores a gran escala suelen presentar problemas de mezclado
que originan gradientes espaciales en los medios de cultivo. Los microorganismos
modifican su fisiologia para contender con las heterogeneidades, situacion que
puede afectar la productividad del proceso. En particular, los gradientes de oxigeno
disuelto (TOD), promueven la activacion de las rutas de fermentacion de los &cidos
mixtos en Escherichia coli, originando con ello el uso del carbono para la formacion
de acidos organicos. El objetivo de este trabajo fue caracterizar el desempefio de la
cepa de E. coli VAL24-pV21 que tiene eliminados los genes que producen los
acidos mixtos acetato, lactato y formato, con la intencion de utilizar menor cantidad
de carbono y mejorar la produccién de GFP recombinante, cuando es sometida a
diferentes tiempos de circulacion (t;). La caracterizacion de la cepa se realizd
utilizando un sistema de escalamiento descendente de dos reactores de tanque
agitado interconectados donde se simul6 el gradiente de O, (0 y 10% de TOD en los
distintos tanques) con t. de 50, 100 y 150 s. El desempefio de la cepa mutante se
comparé con el de la cepa sin mutaciones W3110-pV21. Se evalué el crecimiento,
consumo de glucosa, acumulacion de metabolitos extracelulares (acetato, lactato,
formato, etanol y piruvato), viabilidad celular, acumulacion de NADH, produccion
de GFP y fluorescencia de la proteina recombinante. Se observo que con el aumento
de los t;, los valores de los diferentes parametros cinéticos y estequiométricos
disminuyeron, indicando el efecto negativo de los gradientes de TOD sobre los
microorganismos. Las velocidades especificas de crecimiento disminuyeron 80 y
28% del cultivo aerobio al del t. de 150 s para las cepas VAL24-pVV21 y W3110-
pV21, respectivamente. Los rendimientos globales de biomasa se redujeron 63% vy
52% entre el control y el t. de 150 s para la cepa VAL24-pV21 y W3110-pV21,
respectivamente. Sin embargo, las mutaciones de la cepa VAL24-pV21 limitaron la
formacion de acidos organicos que posiblemente contribuy6 con la mayor expresion
de GFP cuantificada para todos los t. con respecto a la cepa W3110-pV21. La
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fluorescencia total de GFP de la cepa VAL24-pV21 en general fue 10 veces mas alta
que la de la cepa W3110-pV21. La viabilidad celular de la cepa W3110-pV21
determinada por citometria de flujo no disminuyd y se mantuvo constante a lo largo
de las cinéticas para los distintos t.. Sin embargo, las recirculaciones afectaron la
viabilidad de la cepa VAL24-pV21 principalmente para los t, mayores de 100 y 150
s. Con la finalidad de optimizar el desempefio de la cepa VAL24-pV21 con largos
periodos de anaerobiosis, se adiciond a los cultivos nitrato como aceptor final de
electrones. Se observo que el nitrato en los cultivos oscilados tuvo efectos benéficos
al aumentar la velocidad especifica de crecimiento y rendimientos globales de
biomasa, con respecto a los cultivos sin nitrato. Sin embargo, las productividades
especificas de GFP fueron similares para las cinéticas de VAL24-pV21 con y sin

nitrato, asi como para la cepa W3110-pV21.
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1. Introduccion

En los ultimos afios, la industria biotecnoldgica con aplicaciones en medicina
humana se ha centrado en la produccion de proteinas terapéuticas mediante técnicas
de DNA recombinante (Pavlou y Reichert, 2004). Los sistemas bioldgicos utilizados
para la expresion de proteinas recombinantes son las bacterias, levaduras, células de
mamifero, células de plantas, células de insecto, o bien animales y plantas
transgenicos. Practicamente todos los productos biofarmacéuticos comercializados
actualmente se producen utilizando Escherichia coli, células de ovario de hdmster
chino (CHO por sus siglas en inglés) o Saccharomyces cerevisiae, como organismos
hospederos. Aproximadamente el 40% de las proteinas terapéuticas no glicosiladas
se producen en el modelo bacteriano (Langer, 2009; Ni y Chen, 2009). Algunos
ejemplos de proteinas recombinantes producidas en E. coli y comercializadas son:
factor activador del plasminogeno tisular, interferones, interleucinas, hormona del
crecimiento y fragmentos de anticuerpos, entre otros (Graumann y Premstaller,
2006).

El uso generalizado de bacterias como sistemas de expresion y en particular de E.
coli se debe a su rapido crecimiento, facilidad de cultivo y altos rendimientos de
producto, asi como a los profundos conocimientos que se han acumulado en las
ultimas décadas sobre la genética y la biologia molecular del microorganismo. Una
gran ventaja de utilizar E. coli a nivel industrial es el bajo costo de operacion con
respecto a otros modelos biol6gicos. Sin embargo, la obtencion de proteinas
recombinantes en E. coli tiene como desventajas: las limitaciones de liberacién de
proteinas recombinantes al medio de cultivo y las diferencias en la estructuracion y
la maduracion de proteinas heterélogas (Jana y Deb, 2005; Zerbs et al., 2009), asi
como la formacion de productos de fermentacion, como el acetato, que afectan el

crecimiento y la formacion de proteinas recombinantes (Enfors et al., 2001).
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Por otro lado, aunque existen algunos ejemplos de proteinas producidas en E. coli
que son secretadas al medio de cultivo, lo cual ha sido logrado mediante el disefio de
cepas por ingenieria genética (Ni y Chen, 2009), algunas proteinas expresadas son
atrapadas en cuerpos de inclusion (Cl) debido a que tienen baja solubilidad. Las
proteinas atrapadas en Cl normalmente son inactivas o presentan menor actividad y
requieren pasos subsecuentes para ser estructuradas correctamente (Graumann y
Premstaller, 2006). Sin embargo, debido a que los CI son resistentes a protedlisis y
contienen grandes cantidades de material heter6logo, un alto porcentaje de las
proteinas recombinantes que se producen a nivel comercial se obtienen a partir de
Cl, pues su recuperaciéon es sencilla, aunque después la proteina tenga que ser
solubilizada, estructurada y purificada (Baneyx y Mujacic, 2004; Sahdev et al.,
2008). La produccion de proteinas recombinantes a gran escala se ve afectada
ademas por factores intracelulares y extracelulares que impactan la fisiologia de los
microorganismos. Algunos factores intracelulares que afectan la expresion de
proteina recombinante son la sobrecarga metabolica, el estrés originado por el
mantenimiento del pldsmido y la posible toxicidad de la proteina expresada. Como
factores extracelulares se pueden mencionar la acumulacion de metabolitos toxicos,
las limitaciones de nutrientes y/o de oxigeno en el medio de cultivo (Graumann y
Premstaller, 2006; Chou, 2007). Particularmente, se ha observado que en los
cultivos industriales de alta densidad con E. coli se presentan problemas de
mezclado que originan gradientes de sustrato, tension de oxigeno disuelto (TOD) y
CO,, los cuales ocasionan el estrés celular. Con la finalidad de comprender el efecto
de los factores extracelulares que modifican la fisiologia de los microorganismos, se
ha buscado estudiar y simular dichos fendmenos a nivel laboratorio mediante la
metodologia del escalamiento descendente. El objetivo de la simulacién de los
problemas ambientales sobre la célula, es optimizar el proceso para finalmente

implementarlo en los biorreactores de gran escala.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Heterogeneidades en biorreactores

La presencia de gradientes en biorreactores de gran escala ha sido demostrada
experimentalmente midiendo directamente las concentraciones de los sustratos en
distintas zonas de tanques de gran escala. Por ejemplo, Schweder y col. (1999)
midieron los niveles de RNA mensajero de E. coli W3110 en distintas regiones de
un biorreactor de 30 m®. Ellos encontraron que los niveles de transcripcién de dos
genes sensibles a las concentraciones de oxigeno “frd” y “pfl”” fueron mayores en la
parte superior y la parte media del biorreactor en comparacién con la parte inferior,
y atribuyeron este comportamiento a las limitaciones de oxigeno. Ademas,
encontraron que las diferencias en el nivel de transcripcion se acentuaron con el
aumento de la densidad celular, observando que los cambios suceden en tan solo 13
s. Por otro lado, Bylund y col. (1998) observaron gradientes de substrato en un
biorreactor de 12 m® operado en lote alimentando en el que analizaron tres zonas del
tanque. Las concentraciones de glucosa de la region mas lejana, la intermedia y la
maés cercana a la alimentacion fueron de 5, 35 y 2 000 mg/L, respectivamente. Al
comparar el comportamiento de los microorganismos en el biorreactor industrial con
un biorreactor de nivel laboratorio, observaron una disminucion en el rendimiento
global de biomasa y un incremento en la formacién de acetato, que atribuyeron al
sobreflujo metabolico en el biorreactor de gran escala. Sin embargo, un
inconveniente de medir solamente algunas zonas del biorreactor es que la
informacion de las heterogeneidades puede resultar incompleta o sesgada (Lidén,
2002). Con la intencion de caracterizar mejor las heterogeneidades en el medio de
cultivo, se han realizado anélisis computacionales de dinamica de fluidos (CFD, por
sus siglas en ingles) para caracterizar la presencia de gradientes en biorreactores de

gran escala (Nienow, 2009).
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En el escalamiento de un proceso del laboratorio a un biorreactor industrial, no es
posible mantener constantes todas las variables de operacion. Como consecuencia
pueden propiciarse condiciones menos favorables de mezclado que originan la
disminucion en los rendimientos especificos y un aumento en la generacion de
subproductos no deseados (Schmidt, 2005). Lo anterior se produce porque
normalmente la velocidad de agitacion no es un criterio de escalamiento, situacion
que favorece la aparicion de heterogeneidades de distintas variables (O"Beirne y
Hamer, 2000). Algunos de los gradientes que se presentan a gran escala son de
sustrato, pH y de TOD (Enfors et al., 2001). EI problema se agrava cuando los
biorreactores industriales son operados en forma de lote alimentado debido a que la
solucion de sustrato altamente concentrada favorece el sobreflujo metabdlico y a
limitaciones de O, debidas a su mayor consumo en estas zonas (Lidén, 2002).
Ademas, la alimentacion del sustrato que normalmente se realiza por la zona
superior del tanque y el O,, agregado por la parte inferior, deben recorrer mayores
distancias que en un reactor de laboratorio, favoreciendo la aparicion de gradientes
(Amanullah et al., 2001). Particularmente, la heterogeneidad de TOD se acentua
debido a la baja solubilidad del O, en el medio de cultivo y al aumento del consumo

de O, debido al crecimiento de los microorganismos.

2.2. Consecuencias de la heterogeneidad en la TOD

La presencia de gradientes de TOD en biorreactores de gran escala contribuye a la
disminucion en los rendimientos de biomasa y con ello a la reducciéon de la
productividad (Schmidt, 2005). La formacién de acidos organicos se presenta
cuando los microorganismos circulan a través de regiones con limitaciones de
oxigeno durante las cuales activan las rutas de fermentacion de acidos mixtos (Xu et
al., 1999).
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Uno de los subproductos que es excretado al medio de cultivo y que tiene efectos
negativos sobre los microorganismos es el acetato (Nakano et al., 1997). El acetato
es una molécula con una naturaleza débilmente lipofilica que en la forma protonada
puede atravesar la membrana lipidica hacia el interior de la célula en donde se
disocia debido al pH intracelular (7.4 - 7.6). Para mantener la homeostasis, E. coli
utiliza energia para regular el desajuste en el pH (Luli y Strohl, 1990). Como
consecuencia, la acumulacion de acetato en el medio de cultivo en concentraciones
de aproximadamente 0.75 g/L, retarda el crecimiento celular y con ello la
generacion de biomasa (Contiero et al., 2000; Wong et al., 2009). Por otro lado, se
ha reportado que la presencia de &cido férmico en el medio de cultivo puede
disminuir la velocidad de sintesis de RNA, DNA, proteinas, lipidos y pared celular
(Cherrington et al., 1990).

2.3. Respuesta al estrés ambiental

En condiciones optimas de O, disuelto, temperatura, nutrientes, solutos y pH, los
microorganismos se desempefian de tal forma que alcanzan las mayores velocidades
de crecimiento, rendimientos y productividades. Sin embargo, en un ambiente donde
existen heterogeneidades de nutrientes y factores ambientales, el crecimiento de un
microorganismo dependera de su capacidad para percibir y responder a los cambios
en su entorno (Boor, 2006). La presencia de algun aceptor final de electrones (O,
nitrato u otro) en el medio de cultivo induce la respuesta celular que se regula a nivel

transcripcional (Unden y Bongaerts, 1997).

2.3.1. Regulacion del metabolismo debido a la disponibilidad de O,

Los cambios en la disponibilidad de O, en el medio son una sefial importante que
activa modificaciones en el metabolismo (Kiley y Beinert, 1999). En ausencia de O,,

E. coli realiza una regulacion transcripcional mediante la proteina FNR (proteina
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reguladora de la reduccion del fumarato y nitrato, por sus siglas en inglés) y el
sistema de dos componentes ArcAB (sistema de control de la respiracion aerobia,
por sus siglas en inglés), formado por las proteinas ArcA 'y ArcB (Konz et al., 1998;
Shalel-Levanon et al., 2005). La proteina FNR es activa en condiciones anaerobias y
su funcion es regular el metabolismo energético alterando la expresion de
aproximadamente 125 genes involucrados en la fermentacion y respiracion
anaerobia, y reprimiendo la transcripcién de genes asociados al metabolismo aerobio
(Kiley y Beinert, 1999; Alexeeva et al., 2000). La proteina ArcB esta unida a la
membrana y en condiciones limitadas de O,, sufre dos autofosforilaciones. La
proteina ArcA, que se encuentra en el citoplasma, es activada cuando uno de los
grupos fosfato es transferido a esta proteina (Konz et al., 1998). La proteina ArcA
actia como represor transcripcional de al menos seis enzimas del ciclo de los acidos
tricarboxilicos y del ciclo del glioxilato, convirtiendo una ruta metabdlica ciclica en
una ramificada con la finalidad de reducir la produccién de NADH/NADPH (Konz
et al., 1998). En condiciones limitadas de O,, el carbono fluye en una menor
velocidad hacia la generacion de precursores del TCA utilizados con fines
biosintéticos (Guest, 1992).

2.4. Metabolismo facultativo de E. coli

El sistema respiratorio de E. coli es de caracter modular lo que significa que el
microorganismo tiene la flexibilidad de intercambiar los distintos componentes de la
cadena respiratoria para adaptarse a diferentes condiciones del medio de cultivo
(Stewart, 1988). Las cadenas respiratorias de E. coli se componen basicamente de
tres elementos: deshidrogenasas, quinonas y reductasas terminales (Figura 2.1.). La
cadena respiratoria esta ramificada en ambos lados de las quinonas por lo que la
célula pude utilizar distintos donadores y aceptores de electrones segun la
disponibilidad en el medio de cultivo debido a la variedad de deshidrogenasas,

quinonas y reductasas terminales (Unden y Bongaerts, 1997). La funcion de las
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deshidrogenasas es oxidar sustratos organicos y transferir los electrones a las
quinonas, quienes a su vez, proporcionan electrones a las reductasas terminales. La
funcién de las reductasas terminales es reducir al aceptor final de electrones. Los
sustratos que E. coli puede utilizar como donadores de electrones son formato,
glucosa, glicerol, hidrogeno, d y I-lactato, NADH, prolina, piruvato y succinato.
Como aceptores finales de electrones, E. coli puede utilizar O, (respiracién aerobia)
0 bien puede realizar respiracion anaerobia si dispone de algin aceptor final de
electrones como nitrato, nitrito, fumarato, dxidos azufre y nitrégeno, tetrationato y
tiosulfato (Unden y Bongaerts, 1997). Los aceptores finales de electrones son
utilizados jerarquicamente de tal forma que cuando en el medio esta presente el
oxigeno, se reprimen la respiracion anaerobia y las rutas de fermentacion. En
ausencia de oxigeno, el nitrato es el principal aceptor de electrones y reprime otros
aceptores y rutas de fermentacién. La regulacion jerarquica es efectuada a nivel
transcripcional sobre las correspondientes reductasas terminales (Unden vy
Bongaerts, 1997).

Figura 2.1.- Metabolismo facultativo de E. coli debido a la modularidad de las cadenas
respiratorias. Q8, ubiquinona; MQ8, menaquinona. Adaptado de Moat y col. (2002).

18



2.5. Metabolismo aerobio

La respiracion aerobia confiere mayores beneficios energéticos con respecto al
metabolismo anaerobio en E. coli, porque le permite oxidar completamente el
sustrato (Green et al., 2009). EL ATP es un nucledtido de alta energia utilizado
como combustible en la mayoria de reacciones anabdlicas de la célula. EI ATP se
puede generar por fosforilacion a nivel de sustrato o por fosforilacion oxidativa. El
primer caso ocurre durante el catabolismo de carbohidratos, cuando una molécula de
fosfato de alta energia se transfiere directamente de algin metabolito al ADP. En el
segundo caso la energia es transferida por medio de un gradiente eléctrico y quimico
a través de la cadena respiratoria. En estas condiciones, las reductasas terminales
pueden ser los complejos citocromo oxidasa “0” y “d” que se utilizan cuando en el
medio hay altas y bajas concentraciones de O,, respectivamente. Una de las
funciones importantes de la cadena respiratoria es mantener el balance redox y la
regeneracion de NAD™ a partir de NADH (Shalel-Levanon et al., 2005).

2.5.1. Sintesis aerobia de acetato

En aerobiosis, el complejo multienziméatico piruvato deshidrogenasa (Lpd-Ace,
lipoamida deshidrogenasa dihidrolipoamida acetiltransferasa) transforma el piruvato
en Acetil-CoA (Figura 2.2.), que puede ser utilizado en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos o ser transformado en acetato mediante las enzimas fosfato
acetiltransferasa (Pta) y acetato quinasa (AckA) (De Mey et al., 2007). E. coli
puede reasimilar el acetato del medio de cultivo para generar Acetil-CoA mediante
las mismas enzimas Pta-AckA o por la enzima acetil CoA sintetasa (Acs) (Chang et
al., 1999). El mecanismo por el cual se genera el acetato en condiciones aerobias se
conoce como sobreflujo metabdlico y se origina por el desbalance entre el consumo
de glucosa y su transformacion en biomasa y productos (Xu et al., 1999). Este

fendmeno normalmente ocurre cuando los microorganismos presentan altas
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velocidades de consumo de glucosa y el Acetil CoA no es utilizado en el TCA, sino
transformado en acetato por las enzimas Pta-AckA (Xu et al., 1999). Ademas, se ha
observado que en cultivos operados en forma de lote alimentado, en los que
normalmente se alcanzan altas concentraciones celulares, el mecanismo de
sobreflujo es el principal responsable de la acumulacién de acetato, al generarse
gradientes de glucosa en biorreactores de gran escala (Xu et al., 1999; O Beirne y
Hamer, 2000).

Figura 2.2.- Metabolismo simplificado de E. coli. Se presenta una version reducida de las rutas
metabdlicas de la glucdlisis, del ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA, por sus siglas en inglés) y
de fermentacion de acidos mixtos. En recuadros se muestran los productos del metabolismo de la
fermentacion de acidos mixtos.

2.6. Metabolismo Anaerobio

En ausencia de O,, E. coli puede utilizar las rutas de fermentacion de los acidos
mixtos para contender con las condiciones de cultivo o bien, si existe en el medio un
aceptor final de electrones adecuado, realizar respiracion anaerobia. Se ha observado
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que la sintesis de algunas enzimas clave de las rutas metabdlicas de las pentosas
fosfato y de Embden-Meyerhof (fosfofructoquinasa, enolasa, gliceraldehido 3-P
deshidrogenasa y piruvato quinasa) aumentan cuando la concentracién de O,
disminuye (Stewart, 1988).

2.6.1. Fermentacion de acidos mixtos

Los productos de la ruta fermentativa son: acetato, lactato, formato, succinato,
etanol, H, y fumarato (Xu et al., 1999). Los productos se sintetizan a partir de
piruvato; mientras el succinato se genera a partir de fosfoenolpiruvato (Figura 2.2.).
La enzima piruvato formato liasa (PfIB), que es susceptible a ser inhibida por O,,
cataliza la ruptura del piruvato en acetil-CoA y formato (Phue y Shiloach, 2005).
Ademas, la expresion de pfl es dependiente de la actividad de las enzimas
fosfoglucoisomerasa y fosfofructoquinasa. El formato puede ser excretado al medio
de cultivo o puede ser transformado en H, y CO, por el complejo formato hidrégeno
liasa (FHL). Sin embargo, para que se lleve a cabo la reaccion se necesita selenio,
niquel y molibdeno, que deben agregarse como elementos trazas al medio de cultivo
(Soini et al., 2008).

La sintesis de acetato en condiciones anaerobias sucede a partir de acetil-CoA por
las enzimas Pta-AckA. En esta reaccion se genera un mol de ATP. La enzima
piruvato oxidasa (PoxB) también es responsable de la generacion de acetato a partir
de piruvato, en condiciones anaerobias (Phue y Shiloach, 2005). Al respecto, se ha
encontrado que el nivel de transcripcién de poxB es dependiente de la concentracion
de O, disuelto, siendo mayor en condiciones limitadas de O,, en tanto que los genes
pta-ack se expresan menos cuando en el medio disminuye la concentracién de O,
disuelto (Phue y Shiloach, 2005). La enzima PoxB participa principalmente en el
crecimiento aerobio de E. coli durante la fase exponencial tardia y la fase
estacionaria (Abdel-Hamid et al., 2001; Phue y Shiloach, 2005). La enzima PoxB
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también puede participar en la cadena respiratoria al transferir electrones del
piruvato a la ubiquinona mediante la descarboxilacion del piruvato (Causey et al.,
2004). También se ha reportado que la enzima PoxB estd involucrada en
mecanismos de deteccion de estrés ambiental, como deteccion de limitaciones de

carbono y la transicion entre condiciones aerobias y anaerobias (Lara et al., 2006b).

La formacion de piruvato a partir de glucosa genera dos moléculas de NADH y dos
de ATP (figura 2.2.). Con la intencion de mantener el flujo glucolitico en
condiciones anaerobias, algunas de las rutas metabolicas de los &cidos mixtos tienen
la finalidad de regenerar el NAD". La enzima lactato deshidrogenasa (LdhA) es la
encargada de producir lactato a partir de piruvato, reaccion en la que es regenerado
el NAD". El etanol es generado por las enzimas acetaldehido deshidrogenada y
etanol deshidrogenasa, que respectivamente transforman el acetil-CoA en
acetaldehido y finalmente en alcohol. En las dos reacciones es regenerado el NAD".
El succinato se produce a partir de fosfoenolpiruvato después de una serie de
reacciones durante las cuales también se regenera el poder reductor. EIl primer paso
para la generacion de succinato requiere de CO, que, de no ser suministrado al
sistema por una fuente externa, principalmente se obtiene de la reaccién catalizada
por el complejo FHL (Xu et al., 1999).

2.6.2. Respiracion anaerobia

La naturaleza modular de la cadena respiratoria de E. coli, le permite aprovechar
cualquiera de los aceptores finales de electrones segun se encuentren disponibles en
el medio de cultivo. En particular, la cadena respiratoria anaerobia, donde se utiliza
nitrato como aceptor final de electrones, se asemeja a la cadena respiratoria aerobia
en que se regenera NAD" (Unden y Bongaerts, 1997). La reaccion es catalizada por
la enzima nitrato reductasa (NarA), quien es responsable de reducir el nitrato a

nitrito, acoplando la oxidacion de NADH (Stewart, 1988). La mayor parte de la
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energia resultante es conservada como fuerza proton motriz, que es utilizada en la
generacion de ATP, transporte de solutos y otros procesos celulares (Stewart, 1988).
La expresion del gen que codifica la proteinas NarA es regulada por FNR en
anaerobiosis (Green et al., 2009). Las moléculas que pueden funcionar como
donadores de electrones para NarA son el formato, NADH e hidrégeno (Unden y
Bongaerts, 1997). Se ha observado que la presencia de nitrato hace superfluas la

mayoria de las rutas de fermentacion de acidos mixtos.

2.7. Escalamiento descendente

La metodologia de escalamiento descendente fue propuesta por Oosterhuis y
consiste en simular en el laboratorio los problemas que ocurren a nivel industrial
(Oosterhuis, 1984). Los pasos que forman a la metodologia de escalamiento
descendente son el anélisis de régimen, simulacion, optimizacion y finalmente
implementacion en biorreactores de gran escala. El andlisis de régimen es una
aproximacion practica para predecir la existencia de gradientes en biorreactores y
consiste en determinar los tiempos caracteristicos de un sistema, con la finalidad de
establecer si existen condiciones limitantes en un proceso al comparar un fenémeno
fisico con un fendmeno biologico (Lara et al., 2006a). Los tiempos caracteristicos se
definen como la capacidad dividida por el flujo de un subproceso en particular. Para
determinar los tiempos caracteristicos es necesario conocer la configuracion del
biorreactor asi como los modelos fisicos y de las reacciones bioldgicas (Palomares y
Ramirez, 2000). EI tiempo caracteristico de consumo de O, (to,,) se define como el
tiempo necesario para que un cultivo consuma el O, disuelto con la saturacion en la
fase gaseosa y representa el fendmeno bioldgico. Por otro lado, el fendbmeno fisico
puede estar dado por el tiempo de circulacién (t;) que es el tiempo que transcurre
para que un elemento de fluido 6 célula circule a través del biorreactor desde un
punto arbitrario hasta regresar a él. Cuando el to,, €s menor o de la misma magnitud

que el t. es posible suponer que en el medio de cultivo se presentaran gradientes de
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0O,. Algunas de las correlaciones utilizadas para estimar el t, promedio son las
siguientes (Luyben, 1993):
te=tn/4 te = VIQ;

En las ecuaciones t,, es el tiempo de mezclado (tiempo necesario para alcanzar la
homogeneidad después de perturbar el sistema), V es el volumen del biorreactor y
Qi es la capacidad de bombeo de los impulsores. El rango de t. en biorreactores de
escala industrial con medios de cultivo de baja viscosidad y de fluidos Newtonianos,
varia de 3 a 60 s (Vrabel et al., 2000; Amanullah et al., 2004; Palomares et al.,
2009).

La simulacion de gradientes dentro del escalamiento descendente se ha realizado
utilizando distintas configuraciones. Algunos de ellos consisten en sistemas de un
solo reactor de tanque agitado (STR, por sus siglas en inglés), aunque los mas
frecuentes son los sistemas de dos STR interconectados y sistemas de STR
conectado a un reactor de flujo piston (PFR, por sus siglas en inglés) (Lara et al.,
2006a; Neubauer y Junne, 2010). En los sistemas donde se controla la variable en un
solo STR, todas las células experimentan condiciones de limitacion y exceso de
sustrato al mismo tiempo (Amanullah et al., 2004). Los sistemas de escalamiento
descendente se basan en la idea de que los microorganismos oscilan o flucttan al
azar para reproducir los flujos a gran escala (Delvigne, 2009). En la tabla 1 se
mencionan algunos ejemplos de estudios de escalamiento descendente.

Tabla 1.- Estudios de escalamiento descendente

Sistema / Cepa Observacion Referencia
gradiente
STR-STR/ G.oxydans Propuso la metodologia de escalamiento Oosterhuis et
TOD descendente. Disefié un sistema de dos reactores de al., 1984.

tanque agitado interconectados donde estudio el
efecto de las limitaciones de oxigeno con t. de 117-

131s.
STR-PFR/ S. cerevisiae Estudio el efecto de los gradientes de sustrato en George et al.,
Sustrato un sistema STR-PFR. Encontré que la 1993.

concentracién de biomasa disminuy6 6% con
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STR-STR/
TOD

STR-PFR/
Sustrato,
TOD

STR-PFR/
Sustrato,
TOD

STR-PFR/
Sustrato,
TOD

STR-PFR/
Sustrato,
TOD

STR-PFR/
pH

STR-PFR/
Sustrato,
TOD, pH

STR-STR/
TOD

STR-STR/
TOD

STR-STR/
TOD

B. subtilis

E. coli
W3110

E. coli
W3110

E. coli
W3110

E. coli
W3110
rhGH

B. subtilis

E. coli
W3110

E.coli
W3110
PPI

E.coli
W3110

E. coli

W3110,
VAL22,
VAL23,
VAL24-

respecto al control.

Utilizé un sistema STR-STR para simular
gradientes de TOD en un rango de t. de 15 a 300s.
Observo que la gy la Xmax disminuyeron 50 y 23%
entre un cultivo aerobio y uno oscilado con t; de
120ss.

Evaluaron los niveles de mRNA de distintos genes
en un sistema STR-PFR de 20 m®. Observaron un
aumento en el nivel de transcripcién de genes
relacionados con estrés ambiental y genes
relacionados con limitaciones de O,

Compararon cultivos en biorreactores de 30 m* con
uno de escala laboratorio. Observaron que el
rendimiento de biomasa fue 12% menor en el
biorreactor de gran escala, asi como la
acumulacion de acidos organicos.

Evaluaron la viabilidad por citometria de flujo en
distintas configuraciones del sistema de
escalamiento descendente. El rendimiento de
biomasa fue 35% menor en un biorreactor de 30 m*
con respecto a uno de 5L, pero la viabilidad fue
15% mayor.

Estudiaron cultivos de una cepa de E. coli que
expresa rhGH en un sistema operado en lote
alimentado. Observaron que disminuyo la
concentracion de biomasa, aumento la lisis celular
y se mejoro la calidad de la proteina recombinante.
Utilizaron un sistema de dos compartimentos para
simular gradientes de pH. Se determiné que
tiempos de mezclado de 60 s 0 mayores, afecta la
formacidn de producto, aunque no la concentracion
de biomasa.

Evaluaron cultivos con distintas configuraciones
de STR-PFR. Simularon gradientes de glucosa,
TODypHenun STR de 5 L conectado a un PFR,
y obtuvieron concentraciones similares de biomasa
y viabilidad a los de un biorreactor de 20 m®.
Simularon gradientes de TOD en un sistema STR-
STR operado con t. de 20, 50, 90 y 180s.
Observaron la disminucién en los rendimientos de
biomasa y proteina recombinante con el aumento
del t..

Evaluaron los niveles transcripcionales de 21 genes
de una cepa de E coli que expresa GFP, en un
sistema que simula gradientes de TOD con un t. de
50s.

Disefiaron y evaluaron cepas genéticamente
modificadas con la intencion de evitar la
canalizacion de carbono hacia la formacion de
acidos organicos. La cepa VAL24-pV21 (poxB’,
IdhA’, pfIB") tuvo un desempefio similar en cultivos

Amanullah,
1994.

Schweder et
al., 1999.

Xu et al.,
1999.

Hewitt et al.,
2000.

Bylund et al.,
2000.

Amanullah et
al., 2001.

Onyeaka et al.,
2003.

Sandoval-
Basurto et al.,
2004.

Lara et al.,
2005.

Lara et al.,
2006b.
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pVv21l oscilados con t. de 50 s y aerobios.
STR-PFR/ E.coli Evaluaron viabilidad por citometria de flujo en Hewitt et al.,
Sustrato, Proteinade  cultivos de alta densidad operados en lote 2007.
TOD, pH mamifero alimentado. Encontraron que la cepa inducida con
IPTG en el sistema STR-PFR, alcanz6 menor
rendimiento de biomasa y se observé formacion de
cuerpos de inclusién.

STR-PFR/ E.coli En un sistema STR-PFR se evalu6 la respuestaal  Delvigne et
Sustrato, prpoS::GFP estrés de una cepa de E. coli. Determinaron por al., 2009.
TOD citometria de flujo que una fraccion de la

poblacion pierde la capacidad de respuesta al estrés
cuando se altera la eficiencia de mezclado

En general, los principales efectos fisiol6gicos sobre los microorganismos que se
han observado por la simulacién de heterogeneidades durante el escalamiento
descendente, son la disminucion de las velocidades especificas de crecimiento y la
reduccion en los rendimientos y productividades del producto de interés
(Amanullah, 1994; Xu et al., 1999; Bylund et al., 2000; Sandoval-Basurto et al.,
2004). Otros pardmetros que se han estudiado en las simulaciones de escalamiento
descendente son la respuesta metabdlica, la viabilidad celular y los niveles de
transcritos de distintos genes los cuales se ven afectados por gradientes de TOD
como por ejemplo poxB, IdhA y pflB (Enfors et al., 2001; Lara et al., 2005; Delvigne
et al., 2009).

Los sistemas STR-PFR se han utilizado preferentemente para simular las
condiciones que experimentan los microorganismos en cultivos de gran escala
operados en forma de lote alimentado, donde se induce el sobreflujo metabdlico. En
estos sistemas ademas se observan limitaciones locales de TOD en la seccion del
PFR debido al mayor consumo de sustrato (que es alimentado en este punto) y de
oxigeno (Xu et al., 1999; Hewitt et al., 2000; Bylund et al., 2000). Sin embargo, los
gradientes de TOD se han estudiado satisfactoriamente en sistemas de dos STR, en
los que es posible controlar las condiciones de aerobiosis y anaerobiosis en cada
compartimento mediante la inyeccién de mezclas de gases. Las células se hacen

circular a través de las dos zonas simulando las condiciones que se experimentarian
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en un reactor de gran escala (Oosterhuis et al., 1983; Amanullah, 1994; Sandoval-
Basurto et al., 2005; Lara et al., 2006b). Por ejemplo, Amanullah (1994) estudi6 el
efecto de gradientes de O, sobre una cepa de Bacillus subtilis en un sistema STR-
STR en un rango de t, de 15 a 300 s. Se observo que en los cultivos con t. de 120 s,
la concentracion maxima de biomasa y la velocidad especifica de crecimiento
disminuyeron 23% y 50% respectivamente, comparado con cultivos aerobios
control. Recientemente, se estudid el efecto de gradientes de O, mediante la
variacion en los t; (20, 50, 90 y 180 s) en el cultivo de una cepa de E. coli W3110
que produce un precursor hibrido de la insulina humana, en un sistema de dos
compartimientos, uno con condiciones de aerobiosis y otro en condiciones
anaerobias (Sandoval-Basurto et al., 2005). Se determind que la velocidad especifica
de crecimiento, biomasa y rendimiento de producto disminuyeron al aumentar el t..
También, se encontrd que la acumulacién de acidos organicos se presenta desde t. de
20 s en los que el tiempo de exposicidon a condiciones anaerobias fue de 13.3 s
(Sandoval-Basurto et al., 2005).

2.8. Estrategias para contender con los gradientes de TOD

Con la finalidad de evitar los efectos negativos provocados por las condiciones
heterogéneas de cultivo sobre el desempefio de los microorganismos y la expresion
de proteinas recombinantes, se han ideado diferentes estrategias para optimizar los
procesos. Algunas estrategias propuestas inciden sobre las variables de operacion
del proceso como la remocién de algin metabolito del medio, el disefio de
biorreactores con mdltiples entradas de sustratos para evitar sobreflujo metabolico y
el uso de fuentes de carbono diferentes a glucosa. Por ejemplo, Wong y col. (2009)
utilizaron un sistema de electrodidlisis para remover el acetato del medio de cultivo
de E. coli en biorreactores operados en lote y lote alimentado, mejorando con ello la
produccion de proteina recombinante y aumentando la velocidad especifica de

crecimiento. Por su parte, Aristidou y col. (1999) utilizaron fructosa como fuente de
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carbono en cultivos de E. coli GJTO01 en matraz y biorreactor, observando una
menor acumulacién de acetato y un incremento de 65% en el rendimiento de
proteina recombinante. Para evitar los efecto toxicos de la acumulacion de formato
en el medio de cultivo sobre los microorganismos, Soini y col. (2008) agregaron
selenio, niquel y molibdeno a la solucion de elementos trazas para eliminar el
metabolito, a través de su transformacion en H, y CO, por el complejo FHL. Sin
embargo, un inconveniente de esta Ultima estrategia es que no se evita el uso de

carbono en la formacion de &cidos organicos.

Otra estrategia para evitar los efectos adversos de los gradientes, es la modificacion
genética de microorganismos para hacerlos menos sensibles a las condiciones
adversas de cultivo, mediante la tecnologia del DNA recombinante (Lidén, 2002).
Algunas de las modificaciones genéticas que se han estudiado, incluyen la reduccion
del consumo de glucosa en la célula mediante la eliminacion del sistema
fosfotransferasa (PTS), eliminar las rutas metabdlicas responsables de la sintesis de
los acidos organicos y desviar las fuente de carbono hacia la generacion de otros
productos o al ciclo de los &cidos tricarboxilicos (Eiteman y Altman, 2006; De Anda
et al., 2006; Lara et al., 2006b; De Mey et al., 2007; Chou, 2007; Wong et al., 2008).
Por ejemplo, Wong y col. (2008) eliminaron el operdn ptsHI en una cepa de E. coli
GJTO001 para reducir la velocidad de consumo de glucosa y con ello evitar la

acumulacion de acetato por sobreflujo metabdlico.

Recientemente, se estudid la repuesta transcripcional de 21 genes (algunos de los
cuales pertenecen a las rutas de fermentacion de &cidos mixtos) frente a gradientes
de O, disuelto en un sistema de dos compartimientos operado con un t. de 50 s y con
mayor tiempo de exposicion de las células a condiciones anaerobias (33 s) (Lara et
al., 2005). Se observd que las células desvian su metabolismo a rutas anaerobias
bajo estas condiciones. Lara y col. (2005), expresaron GFP (proteina verde

fluorescente, por sus siglas en inglés) en la cepa E. coli W3110-pV21, encontrando
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un decremento en la produccién de proteina recombinante en comparacion con
cultivos aerobios con TOD constante a 10%. El plasmido pV21 contiene el gen que
codifica para la proteina GFP. La velocidad especifica de crecimiento se redujo
30% Yy la velocidad especifica de consumo de glucosa se incrementd 3 veces con
relacién al control (Lara et al., 2006b). La disminucion en la produccion de biomasa
y de la tasa especifica de crecimiento, se relaciond con la produccién de acidos
orgénicos. Considerando los resultados obtenidos de la evaluacion de la cepa
W3110-pV21, se construyeron tres cepas mutantes con la idea principal de mejorar
su comportamiento en cultivos bajo condiciones oscilantes de O, (Lara et al.,
2006b). Las cepas construidas fueron: VAL22 con una mutacion en el gen poxB,
VAL23 doble mutante (suprimidos los genes IdhA" y pflB") y VAL24-pV21 triple
mutante (poxB-, IdhA™ y pfIB’) (figura 2.2). Las cepas fueron evaluadas con un t, de
50 s, encontrando que la cepa triple mutante utiliz6 menor cantidad de carbono para
la formacidn de acidos organicos comparado con la cepa W3110-pV21, al disminuir
la formacion de acetato y eliminandose la generacion de lactato y formato (Lara et
al., 2006b).

2.9. Viabilidad celular

El andlisis del potencial de membrana en una célula bacteriana permite determinar el
estado energético, metabolico y la integridad fisica de la membrana celular (Shapiro,
2000). EIl potencial de membrana se genera en las células por la diferencia de
concentracion de algunos iones como sodio, potasio, cloro e hidrégeno, en lados
opuestos de la membrana celular que se mantiene por la accién de distintas bombas
eléctricas y canales idnicos. Se ha establecido por convencion que el interior de las
bacterias tiene un potencial de membrana de entre -100 a -200 mV (Shapiro, 2000).
Cuando el potencial de membrana se reduce a cero, se ha sugerido que la membrana
se permeabiliza y presenta agujeros que permiten el libre flujo de materia,

preferencialmente iones. Bajo estas condiciones se considera que la célula esta
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muerta, es decir que no es viable (Nebe-von Caron et al., 1998). El Yoduro de
Propidio (PI) se utiliza para determinar la permeabilizacion de la membrana celular.
El PI tiene una doble carga positiva en un grupo N-alcalino de isopropilo, que le

permite intercalarse entre las cadenas de ADN (Nebe-von Caron et al., 1998).

Con la intencién de establecer si la dindmica de fluidos, asociados con los procesos
de agitacién y aireacidén podria tener algun efecto sobre la fisiologia de E. coli
W3110, Hewitt y col. (1998), evaluaron distintas condiciones en biorreactores de 5
L. Una vez alcanzado el estado estacionario, variaron la agitacion (de 400 rpm hasta
1200 rpm) y la aireacion (1 vvm hasta 3 vvm), en ambos casos por periodos de 7 h.
El estado fisiologico de las células al principio, a la mitad y al final de los cultivos se
determind por citometria de flujo. Ellos encontraron que ninguna de las
modificaciones de las condiciones de operacion presentaron efectos negativos sobre
la viabilidad celular. En otros estudios se ha evaluado la viabilidad celular en
sistemas de escalamiento descendente STR-PFR y en biorreactores industriales de
30 m*, observando que la viabilidad no disminuye por debajo de 90% (Hewitt et al.,
2000; Onyeaka et al., 2003). Sin embargo, recientemente se reportdé que la
viabilidad de una cepa de E. coli que expresa una proteina heteréloga inducida con
IPTG, disminuyd hasta 82% en un sistema de escalamiento descendente STR-PFR
(Hewitt et al., 2007).

2.10. La proteina verde fluorescente (GFP) como modelo de estudio

La GFP se ha utilizado ampliamente para investigacion en distintos campos de la
biotecnologia, debido a que presenta caracteristicas particularmente favorables.
Algunas de ellas son la estabilidad, su tamafio que es de aproximadamente 27 kDa,
su manejo relativamente sencillo, no representa una gran carga metabodlica para el
microorganismo hospedero y es posible cuantificarla por la intensidad de la

fluorescencia (Kang et al., 2002; March et al., 2003). Ademas, se ha utilizado como
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proteina reportera con diferentes objetivos como monitorear la expresion de un gen,
evaluar la viabilidad y detectar bacterias en un medio (Feilmeier et al., 2000).
Recientemente se utilizd la expresion de GFP bajo el promotor de la nitrato
reductasa (nar) en una cepa de E. coli, con la intencion de detectar limitaciones de

oxigeno en biorreactores (Garcia et al., 2009).
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Figura 2.3.- Reacciones de maduracién de GFP. La proteina sintetizada puede ser atrapada en
cuerpos de inclusion o permanecer soluble en el citoplasma sin fluorescencia (A). Posteriormente el
O, participa en la maduracion del cromdéforo (B). La GFP podra excitarse a distinta longitud de
onda dependiendo de si esta o no protonada (C). Adaptado de Heim y col. (1994).

La GFP es una proteina de 238 aminoacidos aislada de la medusa Aequorea victoria
(Yang et al., 1996). ElI cromdforo se genera por la ciclizacion y oxidacion de los
aminoacidos Ser-Tyr-Gly ubicados en las posiciones 65 a 67 (Figura 2.3.). La GFP
inicialmente sintetizada puede ser atrapada en cuerpos de inclusion en donde se ha
demostrado que puede presentar fluorescencia (Garcia-Fruitos et al., 2005). Si no es
atrapada en cuerpos de inclusion, puede permanecer como una proteina soluble sin
fluorescencia, hasta que el O, actle sobre la tirosina de la posicion 66 y se ensamble
el cromoforo, sin requerir de enzimas o cofactores adicionales. Si el cromoforo esta
protonado puede excitarse a 395 nm mientras que si se encuentra desprotonado
puede excitarse a 475 nm (Figura 2.3.). En cultivos de microorganismos que

expresan GFP y donde se establecen condiciones de anaerobiosis se ha observado la
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presencia de proteina soluble pero no fluorescente (Heim et al.,, 1994). Con la
finalidad de incrementar la fluorescencia de la proteina recombinante GFP en
cultivos operados bajo condiciones microaerobias, Kang y col. (2002) co-expresaron
la hemoglobina de Vitreoscilla sp. (VHD) en dos cepas de E. coli (BL21 y W3110)
que se utilizan en la industria. Ellos encontraron que la fluorescencia especifica de
GFP fue mayor en las cepas que co-expresaban hemoglobina con respecto a las
cepas nativas. Atribuyeron los resultados al incremento en el consumo de O, en las
cepas con VHb que repercutié en una mejor transferencia de O, a la GFP necesario

para la maduracion del croméforo.
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3. JUSTIFICACION

El uso de microorganismos genéticamente modificados con la finalidad de producir
menores cantidades de &acidos organicos en cultivos donde se presentan
heterogeneidades en la concentracién oxigeno, permitir4 operar los biorreactores
bajo condiciones de menor agitacion y por lo tanto menos costosas, sin que con €ello

se observe un detrimento de la productividad.

4. HIPOTESIS

En condiciones oscilantes de oxigeno, la cepa de E. coli VAL24-pV21 (poxB’, IdhA,
pflB") sera capaz de producir mayor cantidad de proteina recombinante con respecto
a la cepa W3110-pV21, debido a que las modificaciones genéticas evitaran la
acumulacion de acetato, lactato y formato, y €l carbono podra ser utilizado para la

formacion de GFP.
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5. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el comportamiento de las cepas VAL24-pV21 y W3110-pV 21 cuando son
sometidas a condiciones oscilantes de oxigeno utilizando un sistema de escalamiento

descendente de dos reactores de tanque agitado.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

®Evaluar el crecimiento, consumo de sustrato, producciéon de metabolitos
extracelulares y produccion de GFP de las cepas de E. coli VAL24-pV21y W3110-
pV21, cultivadas con tiempos de circulacion de 50, 100 y 150 s.

®Determinar el efecto de las oscilaciones de O, sobre la viabilidad celular y la

expresion de GFP por citometria de flujo.

®Comparar los parametros cinéticos y estequiométricos para las dos cepas en las

distintas condiciones de cultivo.

®Utilizar nitrato como aceptor final de electrones en los cultivos oscilados con t. de
100 s para la cepa VAL24-pV21.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Cepas bacterianas y plasmido

En el presente trabajo se utilizaron dos cepas de E. coli que pertenecen a la
coleccion del laboratorio del Dr. Octavio T. Ramirez, IBt-UNAM, y cuya
construccion se ha descrito previamente (Lara et al., 2006b). La cepa VAL24-pV21
es una triple mutante derivada de E. coli W3110 que tiene interrumpido el gen poxB
y eliminados los genes pfIB y IdhA, responsables de la generacién de acetato,
formato y lactato respectivamente. La cepa W3110-pV21 se utiliz6 para realizar los
cultivos de referencia que se compararon con los resultados de la cepa VAL24-
pV21. Las dos cepas contienen el pldsmido pV21. El plasmido tiene una copia del
gen que expresa la proteina SuperGlo GFP, que estd bajo el control del promotor
lacZ, cuenta con un gen de resistencia a espectinomicina y es inducible con IPTG
(Lara et al., 2006b). En algunos experimentos se utiliz6 como control una cepa
nativa de E. coli W3110 sin transformar con el pldsmido pV21. Dicha cepa

pertenece a la coleccién del Dr. Francisco Bolivar Zapata, IBt-UNAM.

6.2. Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado para el desarrollo experimental en este trabajo fue un
medio mineral con glucosa. EI medio se prepar6 con agua destilada y tuvo la
siguiente composicion (g/L): glucosa 5.0; Na,SQOy, 2.0; (NH4),SOy4, 2.7; NH,CI, 0.5;
K,HPO,, 14.6; NaH,PO,*H,0, 4.0; citrato de sodio, 1.0; tiamina 0.01. El pH se
ajustd a 7.0 +/- 0.1 con HCI 2N. Ademas, se agreg6 MgSO, en una concentracion de
0.4 g/mL. La composicién de la solucién de minerales traza fue (g/L): CaCl,*H,0,
0.74; ZnSO,*7H,0, 0.18; MnSO,*H,0, 0.1; Na,EDTA, 20.1; FeCl;*6H,0, 16.7;
CuSO,4*5H,0, 0.1; CoSO,*7H,0, 0.21. Se agreg6 1.2 mL de solucién de sales traza.
Las soluciones de glucosa, MgSO, y solucién de sales traza se esterilizaron por
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separado, en tanto que el medio mineral se esterilizo en el biorreactor a 121°C por
20 minutos. Se prepararon soluciones de espectinomicina, tiamina y del inductor
isopropil -D-1-tiogalactopirandsido (IPTG), de las que se tomaron alicuotas para
obtener una concentracién final de 100 mg/L, 10mg/L y 0.5mM, respectivamente.
Estas soluciones se esterilizaron por filtracion con membrana de 0.22 pm. Los
cultivos con nitrato se realizaron utilizando el medio de cultivo con la misma
composicion pero se agregd NaNO; para obtener una concentracién final de 50 mM.

El NaNOs se agreg6 al medio mineral y se esterilizo en el biorreactor.

6.3. Banco celular e in6culo

Los bancos celulares se construyeron cultivando las cepas en medio LB. En
condiciones de esterilidad, se agregaron a los crioviales 0.4 mL de una solucion de
glicerol al 50% y 0.6 mL de medio de cultivo. Los crioviales se conservaron en
congelacion a -70 °C. Los cultivos con los que se inocularon los biorreactores para
los distintos experimentos, se realizaron en matraces de 500 mL con mamparas y
100 mL del medio antes descrito. Los matraces se incubaron a una temperatura de
37 °C y con agitacion de 175 rpm. Con la intencion de eliminar los metabolitos
extracelulares, la biomasa usada como indculo fue lavada centrifugando a 10,400 g a
4 °C por 10 min. Se elimino el sobrenadante y se resuspendio la biomasa en 20 - 30

mL de medio mineral fresco.

6.4. Sistema de escalamiento descendente

El sistema de escalamiento descendente que se utiliz6 para simular gradientes de
TOD, se construy0d segun lo descrito por Sandoval-Basurto y col. (2005). Se
utilizaron dos biorreactores de tanque agitado (sistema STR-STR) con jarras de 1L
(New Brunswick Scientific Co., Inc, BioFlo 110) equipados con dos turbinas de seis
paletas tipo Rushton y bafles (Figura 4.1). La recirculacion del medio de cultivo se

realizd en jarras interconectadas con mangueras de baja permeabilidad al O, tipo
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Tygon (Masterflex, 06419-35), fijadas a puertos en las tapas de los biorreactores
(Figura 6.1.). Se utilizé una bomba peristéltica con doble cabezal (MasterFlex, Easy-
Load I/P modelo 77601-10) para manipular el flujo de recirculacion requerido para
simular los distintos t. evaluados en este trabajo (Tabla 2). En un tanque se controld
la TOD a 0% alimentando nitrogeno Unicamente para mantener las condiciones de
anaerobiosis mientras que en el otro tanque se controlé la TOD en 10% por mezcla

de gases (aire y nitrégeno).

Figura 6.1.- Sistema de escalamiento descendente para simular gradiente de O,. El medio de
cultivo se recircula a través de los dos compartimentos donde se controlan condiciones aerobias y
anaerobias mediante mezcla de gases. Ademas, se presenta el perfil tipico de control de TOD y pH
de los cultivos.

En ambos reactores los gases se alimentaron a 0.5 VVM y con agitacion de 500 rpm.
El volumen del biorreactor anaerobio se mantuvo en 800 mL mientras que en el
aerobio fue de 400 mL. Se adaptaron electrodos para determinar la TOD (Mettler
Toledo, InPro6820/12/120) y pH (Mettler Toledo, 405-DPAS-SC-K8S/120). El pH
fue controlado automaticamente a 7.0 +/- 0.1 con NaOH 2 M. Las condiciones de
operacién se monitorearon a través de una interfase conectada a la computadora con
el programa BioCommand, lo que permitié medir en linea el comportamiento de los
cultivos. Las variables monitoreadas en linea fueron velocidad de agitacion,

temperatura (37°C), pH y TOD. En el transcurso del cultivo y por intervalos de
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tiempo se tomaron muestras directamente del biorreactor que fueron conservadas

por congelamiento.

Tabla 2- Tiempos de residencia promedio (t.p) y flujo establecido (F) en la bomba

peristaltica.
t. (S) tp aerobio (s) tp, anaerobio (s) F (L/min)
50 17 33 1.44
100 33 66 0.72
150 50 100 0.48

6.5. Métodos analiticos

6.5.1. Cuantificacion de la concentracioén celular

El crecimiento celular se determin6é midiendo la densidad dptica (DO) de 1 mL de
muestra mediante un espectrofotémetro (Beckman DU 610) con luz visible a 600
nm. Se considerd un rango de confiabilidad hasta 0.6 DO y cuando las lecturas
resultaron mayores a este valor se hicieron diluciones con agua destilada. Los
valores de DO se transformaron a concentraciones de biomasa con base en una
curva estandar. La curva se construyd con cultivos aerobios en biorreactor de los que
se tomaron muestras periédicamente. En tubos de 1.5 mL puestos a peso constante
previamente, se concentraron 6 mL de medio y se centrifugaron a 11,300 g por 10
minutos. Las células se lavaron con solucién isotdénica (NaCl 0.9%). Los
sobrenadantes se desecharon y la biomasa se secd en estufa a 70°C. Se pesaron los
tubos y se calculd la concentracion de biomasa restando el peso inicial de los tubos.

Se construyeron curvas estandar para cada cepa.

6.5.2. Cuantificacion de metabolitos extracelulares

La cuantificacion de acetato, lactato, formato, piruvato y etanol que se acumularon a

lo largo de las cinéticas, asi como la de glucosa, se realiz6 por cromatografia de
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liquidos de alta resolucién (HPLC Waters Milford, MA). En la tabla 3 se muestran
los tiempos de retencion tipicos para los distintos metabolitos y en la figura 6.2. las
curvas patron de los metabolitos.

Tabla 3.- Tiempos de retencion (Tr) y pendientes calculadas por regresion
lineal para la cuantificacion de metabolitos extracelulares por HPLC

Metabolito Tr (min) Pendiente
Piruvato 10.9 6.0 E-6
Glucosa 11.5 4.0 E-6
Lactato 15.2 9.0 E-6
Formato 16.4 4.0 E-6
Acetato 17.8 7.0 E-6
Etanol 24.9 2.0 E-6

Figura 6.2.- Curvas estandar tipicas para la cuantificacion de metabolitos por HPLC. Para
simplificar la grafica los valores de area de piruvato se dividieron entre 10 y los valores de etanol se
multiplicaron por 10.

Para la cuantificacion de la glucosa y el etanol se utiliz6 un detector de indice de
refraccion (Waters, 2414) y para los &cidos orgénicos el detector fue de arreglo de
fotodiodos (Waters, 2996). Las muestras fueron centrifugadas a 9,600 g por 7
minutos, se recuper0 el sobrenadante y se filtr6 con membrana de 0.45 um (GHP
Acrodisc 13). Se utilizé una columna Aminex HPX-87H (BioRad Hércules, CA). La
fase movil fue H,SO, 5 mM, con un flujo de 0.5 mL/min con una temperatura de
50°C. Se construyeron curvas estandar para cuantificar cada uno de los metabolitos,

relacionando el é&rea bajo la curva con la concentracion a partir de los
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cromatogramas obtenidos y con ayuda del programa Empower (Waters Milford,
MA).

6.5.3. Andlisis de la fluorescencia total de GFP

El andlisis de fluorescencia total de GFP se realizd con un fluorimetro (PerkinElmer
LS55 Luminescence Spectrometer), midiendo a una longitud de onda de excitacién
de 480 nm y la de emision de 507 nm, como ha sido reportado (Lara et al., 2005).
Los resultados reportados por el equipo se obtuvieron como unidades de intensidad
de fluorescencia (IF-GFP). Se consideraron valores de IF-GFP hasta 300 unidades y

cuando fueron mayores se hicieron diluciones con agua destilada.

6.5.4. Cuantificacion de GFP con geles SDS-PAGE

Para cuantificar la proteina recombinante producida en las distintas cinéticas, se
analizaron las muestras en geles de poliacrilamida al 12% en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE). El andlisis densitométrico de las diferentes bandas
se realizo con el programa Imagen 1.40g (Wayne Rasband Nacional Institutes of
Health, USA). Se hicieron diluciones para uniformar la concentracion de las
muestras a 1 DO. La concentracion se verificd con el espectrofotdémetro NanoDrop
1000 (Thermo Scientific). Las muestras se sonicaron (Sonios &Materials Inc, Vibra
cell) con 3 pulsos de 7 segundos a una amplitud de 28% vy se centrifugaron. El
volumen total con el que se cargaron los geles fue de 10 uL, conformado por la
muestra y la solucion amortiguadora de carga 4x. Ademas, en cada gel se cargaron
5 uL de estdndar de albumina a concentraciones de 0.05, 0.1y 0.2 mg/mL y 3 uL
del marcador de peso molecular BenchMark (Invitrogen). La cuantificacion de GFP
se realiz6 construyendo curvas donde se relaciond el area por la intensidad de la

banda contra la concentracion de proteina (Figura 6.3.).
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Figura 6.3.- Perfil tipico de la curva para la cuantificacion de GFP por densitometria.

6.5.5. Evaluacién de la viabilidad celular y distribucién de la fluorescencia de

GFP en la poblacion

La viabilidad de la poblacion y fluorescencia de GFP en la poblacion se estimo6 por
citometria de flujo (Beckton Dickinson). Se considera a una célula sana cuando la
membrana citoplasmatica se encuentra polarizada y el sistema de transporte esta
activo. ElI yoduro de propidio (PI) es un marcador que puede unirse al ADN pero
que no puede atravesar una membrana intacta, por esta razon se ha utilizado como
un indicativo de la viabilidad bacteriana. El equipo cuenta con un laser que excita el
Pl a una longitud de onda de 488 nm y emite a 630 nm. Como fase movil se utilizé
FACS Flow (BD). La IF-GFP también puede ser determinada por citometria de flujo

e indica la distribucidn de la fluorescencia en las muestras a lo largo de las cinéticas.

La solucion de PI se filtrd6 con membrana de 0.22 um y se almacend a 4°C en
oscuridad. Las muestras fueron diluidas 1:1 con amortiguador de fosfatos PBS (pH
7.2) y se agrego Pl para obtener una concentracion final de trabajo de 5 ug/mL. Una
vez agregado el Pl a la muestra se homogenizé por 10 sy se incub6 por 10 — 30 min
a temperatura ambiente en oscuridad. El programa de adquisicion de datos del
equipo (CellQuest) permite analizar los datos mediante diagramas de puntos (Dot

plot). La fluorescencia en el canal 1 (emision de fluorescencia a 510 nm, FL1)
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detecta la IF-GFP y el canal 3 (emision de fluorescencia a 610 nm, FL3) la emision
de IP. Usualmente la fluorescencia de IP se detecta en el canal 2. Sin embargo, la
fluorescencia de GFP interferia con el canal 2, por lo que se analizaron las muestras
en el canal 3. Como primer paso, se establecio la region en la que una cepa de E.
coli W3110 silvestre (sin pV21), presentaba fluorescencia. Para esta cepa se observé
que la intensidad de fluorescencia es baja por lo que la poblacidn se localiz6 cercana
al origen de la grafica (Figura 6.4. a, cuadrante 3). Ademas se determinaron las
regiones de la poblacién viable con sefial en canal 1 por expresion de GFP (Figura
6.4. b, cuadrante 4), y la poblacién no viable con sefial en canal 3 por tincién con IP
(Figura 6.4. c, cuadrante 2). El cuadrante 1 (figura 6.4. c¢) indica las celulas no
viables con fluorescencia en el canal 3 por el IP pero que no presentan fluorescencia
de GFP.

Figura 6.4.- Evaluacion de la viabilidad y distribucion de la fluorescencia por citometria de
flujo. Se establecieron los cuadrantes de células viables no fluorescentes (a, cuadrante 3), células
viables fluorescentes de GFP en el canal 1 (b, cuadrante 4), células no viables con fluorescencia de
IP en el canal 3y de GFP en el canal 1 (c, cuadrante 2) y células no viables con fluorescencia en IP
pero no de GFP (c, cuadrante 1).

La poblacion viable se obtuvo de un cultivo de VAL24-pV21 en matraz con
mamparas del que se tomo una muestra a la mitad de la fase exponencial para ser
analizada. La poblacion no viable corresponde a una muestra de un cultivo crecido
por mas de 48 h y que ademas fue congelado. Una vez establecidas las regiones de
las diferentes poblaciones, se realizé un analisis estadistico de los cuadrantes en los

diagramas de puntos para determinar el porcentaje de la poblacion viable y la
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distribucién de la fluorescencia. El andlisis de los datos fue realizado usando el
programa de adquisicién en funcién del nimero de eventos establecido (50,000)

para cada cuadrante en el diagrama de puntos (%).

6.5.6. Intensidad de fluorescencia de NADH

La determinacion de la acumulacion de NADH a lo largo de las cinéticas se realizo
mediante el método de anélisis fluorimétrico (Bergmeyer HU, 1974). Una de las
ventajas del método es que la fluorescencia del NADH se puede medir sin necesidad
de hacer extracciones celulares. Para determinar las longitudes méximas de emision
y excitacion, se realizaron barridos utilizando como estdndar NADH (Sigma-
Aldrich). Se prepar6 una soluciéon estdndar de NADH a 1 mg/mL en solucion
amortiguadora de KH,PO, 0.1 M (pH.-7). Posteriormente se hicieron diluciones de
la solucién estandar en medio mineral para descartar alguna interferencia. En la
figura 6.5. se observa el barrido de emision y excitacion para una solucién con una
concentracion 5 uM de NADH.

Figura 6.5.- Barrido de excitacion y emision del NADH por fluorimetria.

Las muestras se analizaron con una longitud de onda de excitacién 360 nm y de

emision 450 nm. Se colocaron 200 pL de muestra inmediatamente después de ser
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tomada del biorreactor en 800 pL de una solucion de metanol al 60% previamente
enfriado y conservado en hielo seco (Zhu y Shimizu, 2004). Este procedimiento
permite detener el metabolismo de los microorganismos sin dafiar las células al
evitar que la muestra se congele (Zhu y Shimizu, 2004). Posteriormente se tomaron
200 pL de la solucion con la muestra y se midieron en el fluorimetro PerkinElmer

LS55 Luminescence Spectrometer.

6.6. Micrografias

El analisis microscépico de las cepas se realizd en la Unidad de Microscopia
Electrénica del IBt-UNAM. Se utiliz6 un microscopio electronico de transmisién
(Zeiss EM900 80kV) con una cdmara CCD Dual Vision 300W (Gatan, Inc). El corte
de los bloques con las muestras se realizo con un ultramicrotomo (Leica Ultracut R).

Las muestras fueron tefiidas con acetato de uranilo y citrato de plomo.

6.7. Métodos de calculo

6.7.1. Calculo de parametros cinéticos y estequiométricos

La ecuacion utilizada para calcular las velocidades especificas de crecimiento, fue la
siguiente:
p=dX/dt)/ X
El tiempo de duplicacién de los microorganismos se calcul6 utilizando la siguiente
ecuacion:
ts=In(2)/pn
Los rendimientos Y. biomasa/sustrato (Yy;s), biomasa/producto (Yxs) y producto
sustrato (Yps) se calcularon en la fase exponencial de crecimiento con las siguientes
ecuaciones:
Yyxs = AX [ -AS Yyxp = AX [ AP Ypis = AP [ -AS



Las velocidades especificas g; de consumo de glucosa (gs) , produccion de proteina

recombinante (ggrp) Y de produccion de acetato (qac) se calcularon con la ecuacion:

di=p/Yxs

6.7.2. Calculo del carbono destinado para la formacion de acidos organicos

El carbono proveniente de la glucosa que los microorganismos utilizaron para la
generacion de acidos organicos a lo largo de las cinéticas, se calculé sumando las
cantidades de carbono acumulado en cada tiempo de la cinética (Cy). Para los
calculos se multiplico el peso molecular del carbono (12 g C/mol) por el nimero de
carbonos presentes en la estructura molecular de cada metabolito y el valor se
dividio por el peso molecular del respectivo metabolito. Los factores de conversion
que se obtuvieron fueron: acetato ((24.0 g de C/mol) / (59.0 g de acetato/mol)),
lactato ((36.0 g de C/mol) / (89.1 g de acetato/mol)), formato ((12.0 g de C/mol) /
(45.0 g de acetato/mol)) y etanol ((24.0 g de C/mol) / (46.1 g de acetato/mol)). Los
gramos de carbono para los metabolitos se estimaron multiplicando los factores de
conversion por las concentraciones de metabolitos en cada punto de la cinética y se

sumaron como se muestra en la siguiente ecuacion:

Cu=Ca+C_ +Cr+C¢

Donde (las concentraciones en g/L)

Cwm = carbono acumulado de los metabolitos
Ca = carbono proveniente del acetato

C_ = carbono proveniente del lactato

Cr = carbono proveniente del formato

Ce = carbono proveniente del etanol
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6.8. Estrategia experimental
En la figura 6.6. se presenta el diagrama de blogues sobre la estrategia que se siguid

en el desarrollo experimental de éste trabajo.

Figura 6.6.- Diagrama de la estrategia experimental.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion se presentan los resultados de la evaluacion de la cepa E. coli
VAL24-pV21 utilizando distintos t, (50, 100 y 150 s), en un sistema de escalamiento
descendente donde se simularon gradientes de TOD. Los resultados se compararon
con la cepa control W3110-pV21. En la seccion 7.1. se muestra el efecto del
aumento de los t. en los cultivos oscilados sobre el crecimiento, consumo de
glucosa, acumulacion de metabolitos extracelulares, produccién de proteina
recombinante, viabilidad celular, acumulacion de NADH, y los pardmetros cinéticos
y estequiométricos calculados a partir de los datos obtenidos. La seccion 7.2.
corresponde a la evaluacion de VAL24-pV21 en condiciones anaerobias. En la
seccion 7.3. se presenta el comportamiento de los microorganismos en cultivos
oscilados a los que se agreg6 nitrato como aceptor final de electrones con la
finalidad de optimizar el proceso. La evaluacién bajo estas condiciones se hizo
operando el sistema de escalamiento descendente con los t. de 100 y 150s.
Finalmente, en la seccién 7.4. se presenta el cultivo de VAL24-pV21 en
anaerobiosis agregando nitrato al medio de cultivo para determinar si la cepa podria

crecer bajo dichas condiciones.

7.1. Evaluacion del desempefio de las cepas en cultivos aerobios y oscilados

7.1.1 Crecimiento celular y consumo de glucosa

El crecimiento celular para las cepas VAL24-pV21 y W3110-pV21 se muestra en la
figura 7.1.1.1. (A y B respectivamente). Los cultivos control aerobios (0 s) se
realizaron recirculando el medio de cultivo con un flujo de 1.44 L/min que
corresponde al t. de 50 s pero controlando en ambas jarras la TOD a 10%. Los
cultivos control se utilizaron como referencia para comparar el efecto de las

oscilaciones de O, de los cultivos recirculados con los distintos t; evaluados en este
47



trabajo de 50 s, 100 s y 150 s (tabla 2). La cepa VAL24-pV21l alcanz6 una
concentracién maxima de biomasa de 2.8 g/L en los cultivos control y disminuyd
20, 55 y 60% con los t. de 50, 100 y 150 s, respectivamente. El crecimiento de la
cepa mutante en los t, de 100 y 150 s se observé que fue de tipo lineal (figura
7.1.1.1. A), situaciéon a la que se le ha denominado “crecimiento microaerobio”
(Konz et al., 1998). En los cultivos control de la cepa W3110-pV21 (figura 7.1.1.1.
B), se cuantificd una concentracion maxima de biomasa de 2.3 g/L y este pardmetro
fue similar para el t. de 50 s, mientras que para los t. de 100 y 150 s se observé un

decremento en ambos casos de aproximadamente 40%.

Biomasa (g/L)
=N
n o

o=
[=]

B 35, ——0s
3.0 4 =505

—4—100s
2.5 1 ——150s

Biomasa (g/L)
[T X
n o

0 5 10 15 20
Tiempo (h)

Figura 7.1.1.1.- Comparacién del crecimiento. Se presentan las cinéticas de las cepas VAL24-
pV21l (A) y W3110-pV21 (B) para los cultivos control () y cont. 50 s (H), 100 s (A) y 150 s

(®).

En términos generales se ha observado que la acumulacion de biomasa es
dependiente de la TOD, la cual disminuye conforme aumentan las limitaciones de

O, (Phue y Shiloach, 2005). En condiciones limitadas de O, la capacidad
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biosintética de E. coli se ve afectada debido a la regulacion metabdlica sobre el ciclo
de los &cidos tricarboxilicos por los sistemas ArcAB y FNR (Konz et al. 1998),
originando la disminucion de la concentracién méxima de biomasa alcanzada en los
cultivos oscilados. Al respecto, Amanullah (1994), observd una disminucién del
23% en la concentracion maxima de biomasa en cultivos donde se simularon
gradientes de TOD en un sistema STR-STR operados con un t, de 120 s con

respecto al cultivo aerobio control para B. subtilis.
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Figura 7.1.1.2.- Cinéticas de consumo de glucosa. Se presentan los cultivos de las cepas VAL24-
pV21 (A) y W3110-pV21 (B) evaluados en los cultivos control (®) y cont. 50 s (H), 100 s (A)y

150 s (®).

Se ha propuesto que un factor que puede contribuir con la disminucidn de biomasa
es la continua produccion y reasimilacion de productos de la fermentacion de acidos
mixtos, lo cual podria explicar el efecto observado sobre la biomasa debido a la

acumulacion de acidos organicos en el medio de cultivo, como se vera mas adelante
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(Xu et al., 1999). Ademaés ha sido observado que el escalamiento de un proceso de
nivel laboratorio a biorreactores de gran escala, frecuentemente origina la
disminucion en la concentracion final de biomasa debido a la presencia de
heterogeneidades en los medios de cultivo, lo que se ha reportado en mudltiples
trabajos (Xu et al., 1999; Hewitt et al., 2000; Bylund et al., 2000; Sandoval-Basurto
et al., 2004). Por ejemplo, Hewitt y col. (2000) reportaron que en un reactor de gran
escala de 30 m® se obtuvo 35% menos concentracion de biomasa con respecto a un

biorreactor de 5 L bien mezclado.

Las cinéticas de consumo de glucosa se muestran en la figura 7.1.1.2. Se observo
que la cepa VAL24-pV21 agot6 la glucosa del medio de cultivo en 6 h en el cultivo
control y en 7 h en el cultivo con t. de 50 s (figura 7.1.1.2. A). Sin embargo, para los
t. de 100 y 150 s y en concordancia con el aumento en los tiempos de cultivo, el
tiempo en que el sustrato fue consumido aumento hasta 14 y 18 h, respectivamente.
Por otro lado, la glucosa fue consumida en 6 h para los cultivos control de la cepa
W3110-pV21 mientras que en los t. evaluados lo hizo en 7 h (figura 7.1.1.2. B). En
términos generales, el agotamiento de la glucosa en el medio de cultivo, produjo el

inicio de la fase estacionaria en todos los cultivos.

7.1.2. Acumulacién de metabolitos extracelulares

7.1.2.1. Acumulacion de metabolitos de las rutas de fermentacion de acidos

mixtos

Las cinéticas de acumulacion de acetato, lactato, formato y etanol se presentan en el
apéndice A (figuras A.l. — A.4). En la figura 7.1.2.1. se comparan las
concentraciones maximas de metabolitos alcanzadas para los distintos t. evaluados
para las cepas VAL24-pV21 y W3110-pV21. En condiciones aerobias y con

limitaciones de O,, se observe la sintesis de acetato en los cultivos control para las
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dos cepas. La cepa VAL24-pV21 alcanz6 el doble de concentracion méxima de
acetato (0.4 g/L) con respecto a W3110-pV21 (0.2 g/L) (figura A.1.). Al no existir
limitaciones en la TOD en los cultivos control, la sintesis del acetato se ha atribuido
al mecanismo de sobreflujo metabdlico que se origina por el desbalance entre el
consumo de glucosa y su transformacion en biomasa y productos, como ha sido
reportado por otros grupos (Becker et al., 1997; Xu et al., 1999). En condiciones
aerobias se ha observado que los genes pta-ack, que codifican para las enzimas
responsables de generar acetato, se expresan mayoritariamente en la fase
exponencial de crecimiento, mientras que el gen poxB principalmente se expresa en
la fase exponencial tardia y la fase estacionaria (Chang et al., 1999; Abdel-Hamid et
al., 2001; Phue y Shiloach, 2005). Los resultados obtenidos sugieren que la
produccion de acetato puede deberse a la expresion de los genes pta-ack, en tanto
que la mutacion del gen poxB en la cepa VAL24-pV21 no disminuy6 la produccion
de acetato en condiciones aerobias con respecto a la cepa nativa. Otros autores
también han observado que la eliminacion del gen poxB no reduce la acumulacion
de acetato en los cultivos (Causey et al., 2004; Lara et al., 2006b). En los cultivos
control y para las dos cepas, se observo la reasimilacion total de acetato, una vez
consumida la glucosa (figura A.1.). Se ha reportado que la produccién y
reasimilacion de acidos organicos, puede afectar el crecimiento de los
microorganismos (Xu et al., 1999), situacion que podria explicar las menores
concentraciones de biomasa alcanzadas conforme aumenté el t. para las dos cepas
(figura 7.1.1.1.).

Los gradientes de TOD en el medio de cultivo inducen la activacion de las rutas
metabolicas de fermentacion de &cidos-mixtos, donde el acetato es uno de los
principales productos. En concordancia con esta situacion, se observo que en los
cultivos recirculados, las concentraciones maximas de acetato fueron mayores a las
obtenidas en los cultivos control. La cepa VAL24-pV21 cultivada con t, de 50, 100

y 150 s, acumuld concentraciones méximas de acetato de 1.4, 1.6 y 1.7 g/L,
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respectivamente (figura 7.1.2.1.). Por otro lado, la cepa W3110-pV21 alcanzo
concentraciones maximas de acetato de 1.1, 1.7 y 1.4 g/L para los t. de 50, 100 y
150 s, respectivamente. La produccion de acetato bajo estas condiciones de cultivo
puede deberse a la suma del acetato producido por sobre flujo metabdlico a través de
la actividad de los genes pta-ack y de la ruta de fermentacién de acidos mixtos por la
actividad del gen poxB (unicamente en W3110-pV21). Es importante notar que la
reasimilacion de acetato en los cultivos recirculados sucedié una vez que se agota la
glucosa en ambas cepas salvo para W3110-pV21 con t. de 100 s (Apéndices, figura
A.1.). Sin embargo, en los cultivos recirculados, la reasimilacion fue limitada y no
contribuy6 con la formacion de biomasa. EI comportamiento de las cepas VAL24-
pV21y W3110-pV21 coincide con lo reportado por Phue y Shiloach (2005) quienes
observaron que existe una relacion entre el incremento de la acumulacion de acetato
y la disminucion de la disponibilidad de O, debido al aumento de la actividad de las

rutas metabdlicas en las que participan los genes pta-ack y poxB (ver figura 2.2.).

La presencia de formato, lactato y etanol (figura 7.1.2.1.), es evidencia de la
actividad de las rutas de fermentacién de &cidos mixtos debido a las condiciones de
anaerobiosis (Xu et al., 1999). En particular, la expresion del gen pfIB sucede
cuando se reduce la expresion de los genes que codifican para la enzima piruvato
deshidrogenasa debido a limitaciones de TOD. En concordancia con lo anterior, en
los cultivos control para ambas cepas no se observo la acumulacion de formato,
lactato y etanol. En los cultivos recirculados de la cepa VAL24-pV21 no se detectd
lactato ni formato como era de esperarse debido a la eliminacion de los genes IdhA y
pfIB (figuras 7.1.2.1. y 2.2.). Por el contrario, en la cepa W3110-pV21 se observo la
acumulacion de lactato para los t. de 100 y 150 s donde se alcanzaron 0.8 y 0.7 g/L,
respectivamente. El formato se acumul6 en concentraciones de 0.2, 0.9 y 0.7 g/L
para los mismos t.. Se ha observado que el lactato y acetato son metabolitos mas
facilmente reasimilables que el formato (Enfors et al., 2001), situacion que puede

observarse en las graficas del apéndice A. En relacion con estos resultados, se
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observO que una vez consumida toda la glucosa, el lactato se reconsumid
lentamente, mientras que la concentracion de formato permanecio constante. En las
cinéticas control no se detectd la acumulacién de etanol para ninguna de las dos
cepas, sin embargo, las oscilaciones de O, promovieron la sintesis del metabolito.
La cepa W3110-pV21 no acumulé etanol con t. de 50s pero se detectaron 0.2 'y 0.3
g/L para los t. de 100 y 150 s, respectivamente. Los cultivos recirculados para la
cepa VAL24-pV21 acumularon 0.1 g/L para el t. de 50 sy 0.2 g/L para los t. de 100
y 150 s (figura 7.1.2.1.). La activacion de la ruta metabdlica que conduce a la
sintesis de etanol ayuda a E. coli a contender con las heterogeneidades del medio
debido a que permite regenerar el NAD™ necesario para la glucolisis.
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Figura 7.1.2.1.- Acumulacion extracelular maxima de acidos organicos. Los metabolitos
corresponden a los cultivos de referencia y oscilados para las cepas VAL24-pV21 (A) y W3110-

pV21l (B). En la figura se presentan las concentraciones maximas de acetato, lactato, formato y
etanol.
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7.1.2.2. Acumulacion extracelular de piruvato

El piruvato juega un papel central en el metabolismo del carbono de E. coli debido a
que es un intermediario entre las reacciones de anabolismo y catabolismo. Dicho
metabolito es utilizado como sustrato por las enzimas IdhA, poxB y pflB en cultivos
limitados de O,, para dar lugar a la formacion de lactato, acetato, formato y acetil-
CoA, respectivamente o bien es transformado en acetil-CoA y/o CO, en condiciones
aerobias por el complejo de la piruvato deshidrogenasa. La acumulacion de piruvato
se ha observado en cepas a las que se les han mutado genes (atpFH, sucA, focA,
pflB, frdBC, IdhA, adhE, poxB, ackA, aceEF) que utilizan al metabolito como
precursor en diferentes reacciones (Causey et al., 2004; Zhu et al., 2007, Zhu et al.,
2008). En los medios de cultivo de las cinéticas control y recirculadas de la cepa
W3110-pV21 no se detectd la presencia de dicho metabolito, indicando que fue
utilizado en subsecuentes rutas metabdlicas. En la figura 7.1.2.2 se presenta el perfil
de la acumulacién del piruvato en el medio de cultivo para la cepa VAL24-pV21. En
las cinéticas control y con t. de 50 s no se detectdé acumulacion de piruvato, pero en
los sistemas recirculados con t. de 100 y 150 s el metabolito se acumul6 en forma
progresiva desde el inicio de los cultivos hasta que se termind la glucosa en el

medio.

En concordancia con los resultados de Lara y col. (2006b), nosotros tampoco
detectamos acumulacién de piruvato en los cultivos aerobios y con t. de 50 s para la
cepa VAL24-pV21. Sin embargo, el aumento de los periodos de anaerobiosis para
los t. de 100 y 150 s, posiblemente evitd que el complejo piruvato deshidrogenasa,
que solo es activo en condiciones aerobias, transformara mayores cantidades de
piruvato en acetil-CoA, causando su acumulacion. Ademas, la acumulacion de
piruvato se vio favorecida debido a la incapacidad de la cepa para generar lactato y
formato, asi como la limitacion para sintetizar acetato por la ausencia del gen poxB.

La acumulacion de piruvato en la cepa VAL24-pV21 podria considerarse como
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desfavorable debido a que dicha situacién posiblemente limité la generacién de

energia para los microorganismos (Causey et al., 2004).
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Figura 7.1.2.2.- Acumulacion de piruvato por la cepa VAL24-pV21. Las cinéticas corresponden

a los cultivos recirculados cont; de 100 s (A)y 150s (®).

7.1.2.3. Carbono utilizado para la formacion de &cidos organicos

El carbono del sustrato consumido por los microorganismos se distribuyo en la
generacion de biomasa y productos. Con la finalidad de comparar la cantidad de
carbono que las cepas emplearon para la acumulacion de acidos organicos (acetato,
lactato, formato y etanol) en los distintos t., se sumo el carbono de los metabolitos
(Cwm) para cada tiempo de la cinética (figura 7.1.2.3). En las cinéticas control, la
cantidad méxima de Cy, fue de 0.17 y 0.12 g de C/L para las cepas VAL24-pV21 y
W3110-pV21, respectivamente. Sin embargo, estas cantidades aumentaron
significativamente en los cultivos oscilados principalmente para los t. de 100 y 150
s. Los porcentajes de carbono destinados a la generacién de &cidos organicos
calculados a partir del sustrato inicial proporcionado en el medio de cultivo para la
cepa VAL24-pV21 fueron 8% en el control y aproximadamente 35% para los tres
cultivos recirculados. La cepa W3110-pV21 destind 6% en el cultivo de referencia y
aproximadamente 30, 65 y 50% en los cultivos recirculados con t. de 50, 100 y 150
s, respectivamente. Los resultados permiten observar que las mutaciones tuvieron un

efecto positivo en la cepa VAL24-pV21 debido a que la cepa utiliz6 menor cantidad
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de carbono en la generacion de metabolitos con respecto a la cepa W3110-pV21
principalmente para los t. de 100 y 150 s, condiciones en las que los

microorganismos experimentaron periodos mas prolongados de anaerobiosis.
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Figura 7.1.2.3.- Carbono acumulado en la formacién de acidos organicos. La acumulacién en
cada punto de la cinética representa la suma del carbono del acetato, lactato, formato y etanol. Las
cinéticas de las cepas VAL24-pV21 (A) y W3110-pV21 (B) corresponden a los cultivos control

(®)ycont,50s (M), 100s (A)y 150s (®).

7.1.3. Produccion de proteina recombinante

7.1.3.1. Micrografias de las cepas

Las proteinas recombinantes producidas en E. coli normalmente se expresan en el
citoplasma o el periplasma. Sin embargo, se considera que es preferible que la
expresion sea en el citoplasma porque de esta forma los rendimientos de produccion

generalmente son mas altos (Baneyx y Mujacic, 2004; Graumann y Premstaller,
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2006). Los cuerpos de inclusion (CI) se generan cuando se sobreexpresa el gen de
interés y se favorece la acumulacion de proteina, que en muchos casos conduce a
una estructuracién desfavorable. La expresion de GFP en E. coli generalmente se da
en el citoplasma en forma soluble, sin embargo, se ha reportado que puede ser
atrapada en CIl (Garcia-Fruités et al., 2005). Con la intencion de conocer la
naturaleza de la expresion de la proteina recombinante en las cepas W3110-pV21 y
VAL24-pV21 se realizaron micrografias que se compararon con imégenes de la
cepa W3110 nativa. En la figura 7.1.3.1. se puede apreciar que en ninguna de las tres
cepas es evidente la presencia de CI, que generalmente son cuerpos electrodensos
que se observan bien definidos, sugiriendo que en las dos cepas la proteina se
expresa en forma soluble en el citoplasma. Las imagenes mostradas son

representativas de la poblacidn presente en la muestra analizada por microscopia.

A B C

0.5 ym 0.2 pm 0.5 pm

Figura 7.1.3.1.- Micrografias de las cepas de E. coli W3110 silvestre (A), W3110-pV21 (B) y
VAL24-pV21 (C). Las imagenes mostradas son representativas de la poblacion analizada. En
ninguna de las dos cepas recombinantes son evidentes la presencia de cuerpos de inclusion.

7.1.3.2. Cuantificacién de GFP mediante cromatografia en gel desnaturalizante
SDS-PAGE

La produccion de GFP en los cultivos de referencia y oscilados, se cuantificd por
densitometria de geles de SDS-PAGE (figura 7.1.3.2.). La sintesis de proteinas
recombinantes normalmente sucede durante la fase exponencial de crecimiento
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debido a que la expresion de la proteina requiere un alto nivel de actividad celular y
energia metabdlica (Yuan et al., 2004; Carneiro et al., 2009; Wong et al., 2009).
Cuando los cultivos entran en fase estacionaria y el crecimiento cesa, normalmente
la sintesis de proteina recombinante también lo hace (Chou, 2007). Al respecto,
Wong y col. (2009) observaron que cultivos de E. coli que expresan GFP inducidos
desde el principio del cultivo alcanzaron concentraciones maximas de proteina
recombinante mayores a un orden de magnitud con respecto a cultivos inducidos en

la etapa final de la fase de crecimiento.
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Figura 7.1.3.2.- Produccion de GFP en el sistema de escalamiento descendente. Las cinéticas
corresponden a las cepas VAL24-pV21 (A) y W3110-pV21 (B) para los cultivos control (e) y con

t. 50 s (m), 100 s (a) y 150 s (e®). La cuantificacion se realizd por densitometria de geles SDS-
PAGE.

En la figura 7.1.3.2. se observa que la produccién de GFP estd asociada al
crecimiento. La concentracion maxima de GFP alcanzada por la cepa VAL24-pV21
en el cultivo control fue de 0.13 g/L; para los t. de 50 y 100 s disminuyé 20% Yy para
el t; 150 s disminuyd 47%, con respecto a la concentracion alcanzada en el control.
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La cepa W3110-pV21 alcanzé una menor concentracion de proteina recombinante
en el control (0.08 g/L) con respecto a la cepa VAL24-pV21 bajo las mismas
condiciones (0.13 g/L). Las oscilaciones de TOD tuvieron un mayor impacto sobre
la sintesis de proteina recombinante en la cepa W3110-pV21 al disminuir la
concentracion maxima de GFP en aproximadamente 30, 50 y 60% con respecto al
control para los t. de 50, 100 y 150 s, respectivamente. Una explicacién que se ha
propuesto para la disminucién en la produccion de proteina recombinante en
cultivos con limitaciones de O,, es que al encontrarse el ciclo de los &cidos
tricarboxilicos ramificado, la sintesis de varios aminodacidos es afectada (Konz et al.,
1998). La disminucion en la concentracion maxima de proteina recombinante
también fue observada por Sandoval-Basurto y col. (2004) quienes reportaron que
un cultivo con oscilaciones en la TOD y un t. de 180 s disminuyd 94% la

concentracion maxima de pre-proinsulina con respecto a un control aerobio.

La explicacion de la mayor expresion de GFP por la cepa VAL24-pV21 con
respecto a W3110-pV21 podria encontrarse en que la cepa mutante desperdicio
menor cantidad de carbono en la generacion de acidos orgdnicos pero también
debido a la fisiologia particular de la cepa mutante por las modificaciones genéticas.
Por ejemplo, se ha reportado que el gen poxB es responsable de detectar condiciones
de estrés (King y Ferenci, 2005; Lara et al., 2006b) y por lo tanto su eliminacion en
el sistema con oscilaciones de TOD posiblemente favorecié una mayor expresion de
GFP.

7.1.3.3. Evaluacion de la fluorescencia total de GFP

La expresion de GFP se determind también midiendo la fluorescencia total de la
proteina recombinante (figura 7.1.3.3). En general, se observo que la cepa VAL24-
pV21 mostrd una fluorescencia aproximadamente 10 veces mayor a la de la cepa
W3110-pV21.
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Figura 7.1.3.3.- Comportamiento de la fluorescencia total de GFP. Los cultivos evaluados con
las cepas VAL24-pV21 (A) y W3110-pV21 (B) corresponden a las cinéticas control () y con t. 50

s (m), 100 s (a) y 150 s (®). La intensidad de fluorescencia de la proteina recombinante (IF-GFP)
se cuantifico por fluorimetria.

La cepa W3110-pV21 para todas las condiciones evaluadas, mostrd un perfil en el
que la fluorescencia fue incrementandose gradualmente desde el principio de los
cultivos. Por otro lado, el perfil de fluorescencia de la cepa VAL24-pV21 en el
control (donde no hubo limitaciones de O,) aumentd en forma exponencial, y para el
t. de 50 s fue de manera lineal. Sin embargo, en los cultivos recirculados con t. de
100 y 150 s se observo un incremento de la fluorescencia después de haberse
agotado la glucosa del medio. EI comportamiento de la fluorescencia (figura
7.1.3.3.) es parecido a lo reportado por Kang y col. (2002). Ellos evaluaron la
fluorescencia de GFP en dos cepas de E. coli y observaron un incremento constante
de la fluorescencia una vez inducido el cultivo para una cepa de E. coli W3110 que
expresa GFP, en tanto que para la cepa de E. coli BL21, observaron un incremento
repentino en la fluorescencia al aproximarse a la fase estacionaria. El incremento de
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la fluorescencia al final del cultivo fue atribuido a que la cepa BL21 requiere mayor
cantidad de O, para realizar las funciones metabolicas durante la fase exponencial.
El O, disponible intracelularmente posiblemente sea utilizado para crecimiento y
mantenimiento, y es solo hasta que se agota el sustrato y los cultivos se aproximan al
estado estacionario cuando el O, podria ser utilizado para madurar el cromo6foro
(figura 2.3.).

La cuantificacion de la produccion de proteina recombinante por fluorescencia es
rpida y sencilla debido a que puede ser medida desde afuera de la celula, sin
necesidad de alterar al microorganismo (Kang et al., 2002; March et al., 2003), pero
tiene el inconveniente de que no siempre refleja la formacion del producto
recombinante. Al respecto, en nuestro sistema de trabajo (oscilaciones de TOD) no
representa la metodologia mas adecuada para la cuantificacion debido a las
limitaciones O,, ya que éste es necesario para la maduracion del croméforo (Heim et
al., 1994), y que se limita conforme aumenta el t.. Por ello, la evaluacién de
fluorescencia en nuestro sistema puede ser considerada como un indicativo de la
maduracion de la proteina recombinante y no de la cantidad de proteina. Las
graficas de fluorescencia (figura 7.1.3.3) permiten observar que la cepa VAL24-
pV21 tuvo una mayor capacidad para madurar la proteina recombinante con

respecto a la cepa W3110-pV21.

7.1.3.4. Distribucién de la fluorescencia de GFP en la poblacién

Con la finalidad de determinar el efecto de las oscilaciones de TOD sobre la
expresion de GFP en la poblacion celular, se evalu6 la fluorescencia por citometria
de flujo. Se observo que para la cepa VAL24-pV21 (figura 7.1.3.4. A) y para todas
las condiciones de cultivos evaluadas en este trabajo, mas del 85% de las células de
la poblacion mostraron fluorescencia desde el principio de las cinéticas y la

proporcion de células fluorescentes se mantuvo constante hasta el final de las
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cinéticas. En el caso de la cepa W3110-pV21 (figura 7.1.3.4. B), se observa que al
inicio de los cultivos, para todas las condiciones evaluadas, aproximadamente la
mitad de la poblacion no mostrd fluorescencia. Sin embargo, a medida que
transcurrio el tiempo y el IPTG fue induciendo la expresion de GFP, el porcentaje de
células fluorescentes fue aumentando hasta llegar a mas de 80%, después de 4 h de

cultivo.
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Figura 7.1.3.4.- Evaluacién de la fluorescencia en la poblacién caracterizada por citometria de
flujo. Los cultivos de las cepas VAL24-pV21 (A) y W3110-pV21 (B) corresponden a las cinéticas
control (&) y con t; 50s (m), 100s (Aa) y 150s (e).

Es importante notar que la expresién de GFP detectada por citometria de flujo se
refiere a la distribucion de la fluorescencia en los microorganismos dentro de la
poblacion analizada a diferencia de la fluorescencia analizada por fluorimetria,
donde se reporta la intensidad de fluorescencia como valores promedio. La presencia
de células fluorescentes desde el inicio de los cultivos para las dos cepas podria

deberse a que los plasmidos que tienen al promotor lac y son inducidos con IPTG,
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suelen presentar como problema fuga en la expresion (Jana y Deb, 2005). La
distribucion de la fluorescencia en los cultivos y en concordancia con la
fluorescencia detectada por fluorimetria, nuevamente puede considerarse como un
indicativo de la maduracion del cromoforo y no de la cantidad de proteina producida

por los microorganismos.

7.1.4. Evaluacion de viabilidad celular

La viabilidad de la poblacion celular se determiné por citometria de flujo utilizando
Pl como marcador. Se considera que una célula no es viable cuando la membrana
estd permeabilizada; en estas condiciones el Pl es capaz de introducirse a la célula e
intercalarse en el DNA (Nebe-von Caron et al.,, 1998). En la metodologia se
mostraron los diferentes cuadrantes que se establecieron para analizar las muestras
(figura 6.4.) y en el apéndice B se presentan las graficas de las poblaciones para las
dos cepas de las cinéticas control (t. 0 s) y recirculadas (t; 50, 100 y 150 s) que
indican la presencia de fluorescencia de GFP y del marcador Pl. Se presentan
Unicamente tres puntos representativos de las cinéticas, al inicio, intermedio y al
final. Los cultivos control (t; 0 s) de W3110-pV21 y VAL24-pV21 se realizaron
recirculando el medio de cultivo con el objetivo de poder comparar los resultados
con los cultivos operados con los distintos t. y observar un posible efecto mecénico
de la recirculacion sobre la viabilidad celular. En la figura 7.1.4 se presenta el
porcentaje de células viables en cada punto de las distintas cinética para las cepas
VAL24-pV21 y W3110-pV21. La poblacién celular en el control presentd una ligera
disminucion de la viabilidad durante la fase exponencial de crecimiento de 15% para
la cepa VAL24-pV21 (figura 7.1.4. A) y de 10% para la cepa W3110-pV21 (figura
7.1.4. B). Este comportamiento permite suponer que no existe un efecto significativo
del estrés mecénico (por agitacion, aireacion o recirculacion) sobre la fisiologia de
las cepas y que por lo tanto la disminucién de la viabilidad se puede atribuir a las

condiciones de cultivo y a la fisiologia particular de cada cepa. Anteriormente,
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Hewitt y col. (1998) analizaron la viabilidad de E. coli W3110 por citometria de
flujo y demostraron que bajo distintas velocidades de agitacion (400 y 1200 rpm) vy
aireacion (de 1y 3 vvm), la viabilidad celular de E. coli no es alterada. La viabilidad
de las cepas W3110-pV21 y VAL24-pV21 en los cultivos control no disminuyé en
la fase exponencial de crecimiento. Sin embargo, una caida en la viabilidad celular
de los cultivos control fue observada una vez agotada la glucosa para las cepas
W3110-pV21 y VAL24-pV21, sugiriendo un rapido comienzo de la fase de muerte
(figura 7.1.4.). Este resultado coincide con lo reportado por Onyeaka y col. (2003),
quienes observaron una disminucion en la viabilidad de E. coli solamente hasta el
final de las cinéticas para cultivos aerobios (TOD 20%) en biorreactores bien
mezclados. Los cultivos con recirculacion de la cepa W3110-pV21 para los tres t.
evaluados, no mostraron una disminucion significativa en la viabilidad durante la
fase exponencial de crecimiento ni tampoco después de agotarse la glucosa,
estimandose una reduccién de aproximadamente 5% en los tres casos. Por otro lado,
la viabilidad de la cepa VAL24-pV21 al final de la cinética para el t. de 50 s se
redujo en 10%, mientras que se observo una disminucién progresiva a lo largo de las
cinéticas con t. de 100 y 150 s hasta 70% y 65% de poblacion viable al final de los

cultivos, respectivamente.

La evaluacién de la viabilidad en los cultivos control y antes de agotarse la glucosa
en el medio de cultivo mostré que no existe un efecto mecénico importante del
sistema de escalamiento descendente (STR-STR) sobre las cepas VAL24-pV21 y
W3110-pV21. En concordancia con nuestros resultados, se ha reportado que la
aireacion y agitacion propia de los biorreactores no tienen efecto sobre la viabilidad
celular de E. coli (Hewitt et al., 1998), mientras la viabilidad de la cepa W3110-
pV21 en los cultivos recirculados no disminuyd. Sin embargo, los cultivos
recirculados de la cepa VAL24-pV21 mostraron una disminucion progresiva de la
viabilidad principalmente con los t. de 100 y 150s.
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Figura 7.1.4.- Evaluacion de la viabilidad celular por citometria de flujo. Se muestra el
porcentaje de células viables de las cepas VAL24-pV21 (A) y W3110-pV21 (B) para las cinéticas
control (e)ycont,50s (m),100s (a)y 1505 (e).

Se ha reportado la disminucion de la viabilidad en cultivos de E. coli evaluados en
sistemas de escalamiento descendente STR-PFR y se ha atribuido al efecto de la
induccién con IPTG (Hewitt et al., 2007). Sin embargo, en nuestro sistema no es
posible afirmar que la disminucion de la viabilidad para la cepa VAL24-pV21 en los
cultivos recirculados se deba al efecto del inductor debido a que no se observo una
disminucion de la viabilidad en el cultivo control antes de agotarse la glucosa, ni
tampoco se observd una disminucion considerable para la cepa W3110-pV21 en
todas las condiciones evaluadas. Por lo tanto, la disminucion de la viabilidad puede
atribuirse al aumento de las oscilaciones de TOD que alteran el metabolismo y la

respuesta ante el insulto segun la fisiologia de la cepa mutante.
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7.1.5. Comparacién de parametros cinéticos y estequiométricos

Los parametros cinéticos y estequiometricos obtenidos para las cepas VAL24-pV21
y W3110-pV21 en las distintas condiciones evaluadas en este trabajo se muestran en
la figura 7.1.5.1. En el apéndice C (tabla 4), se comparan los datos cinéticos y

estequiomeétricos calculados en este trabajo.

7.1.5.1. Comparacion de la velocidad especifica de crecimiento y tiempos de

duplicacion

La velocidad especifica de crecimiento (u) en el cultivo aerobio para la cepa
VAL24-pV21 fue de 0.45 h™ y en los cultivos recirculados de 0.41, 0.15y 0.09 h™*
para los t. de 50, 100 y 150 s, respectivamente (figura 7.1.5.1. A). Las oscilaciones
de TOD afectaron el desempefio de la cepa mutante, disminuyendo la p con respecto
al cultivo control en 9, 67 y 80% para los t. de 50, 100 y 150 s. Por otro lado, la
cepa W3110-pV21 en el control tuvo una p de 0.4 h™. Las p de la cepa W3110-
pV21 para los cultivos recirculados fueron 0.34, 0.30 y 0.29 h™ que significaron una
disminucion con respecto al cultivo aerobio de 15, 25 y 27% para los t. de 50, 100 y
150 s, respectivamente. El efecto de las recirculaciones sobre la u en la cepa
W3110-pV21 fue menos drastico que en la cepa mutante, situacion que se puede
comparar en los mayores t. de 100 y 150 s. Dicha situacion sugiere la necesidad de
las rutas metabodlicas suprimidas en VAL24-pV21 para contender con las
oscilaciones de O,. En concordancia con los resultados, se ha reportado una
disminucion del 30% en la p en un cultivo oscilado con un t, de 180 s con respecto
al cultivo aerobio de referencia (Sandoval-Basurto et al., 2004), para una cepa de E.

coli W3110 recombinante que expresaba pre-proinsulina.
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Figura 7.1.5.1.- Comparacion de parametros cinéticos y estequiométricos para las cepas a
distintos t.. Velocidad especifica de crecimiento (A), rendimiento biomasa-sustrato (B),
consumo especifico de glucosa (C) y produccion especifica de acetato (D) en los cultivos control
y oscilados para las cepas W3110-pV21 y VAL24-pV21.



7.1.5.2. Comparacion de los rendimientos globales de biomasa

El rendimiento global de biomasa (Yxs) calculado para el cultivo control de la cepa
VAL24-pV21 fue de 0.46 g/g, y para los cultivos recirculados fueron 0.39, 0.19 y
0.17 g/g para los t, de 50, 100 y 150 s, respectivamente (figura 7.1.5.1. B). Las
oscilaciones de TOD disminuyeron los rendimientos con respecto al cultivo aerobio
en 15, 59 y 63% para los respectivos t; (50, 100 y 150 s). Los resultados indican que
el mayor impacto de las oscilaciones es para los t. de 100 y 150 s, mientras que con
un t. de 50 s solo se observa una ligera disminucion de 15% en el Yys. Dichos
resultados coinciden con los datos reportados por Lara y col. (2006b), quienes
observaron una disminucién de aproximadamente 10% entre un cultivo aerobio y
uno oscilado con t. de 50 s para la cepa VAL24-pV21. Por otro lado, la cepa
W3110-pV21 en el cultivo aerobio tuvo un Yys de 0.44 g/g similar al calculado para
la cepa VAL24-pV21 en las mismas condiciones y para los recirculados fueron de
0.36, 0.20 y 0.21 g/g, que representan una disminucion de 18, 55y 52 % en los
respectivos t. de 50, 100 y 150s, con respecto al control. El aumento en el t. tiene un
importante impacto sobre el Yy debido al redireccionamiento del metabolismo
hacia las rutas de fermentacion de &cidos mixtos. Las disminuciones en los Yys con
el aumento del t. fue similar en ambas cepas lo cual podria indicar que las
modificaciones genéticas de la cepa VAL24-pV21 no influyen en la forma en la que

las cepas distribuyen el carbono para la formacion de biomasa.

7.1.5.3. Comparacion de los consumos especificos de glucosa

En la figura 7.1.5.1. C, se observa el comportamiento de los consumos especificos
de glucosa (gs) para las dos cepas, las cuales siguieron patrones contrarios conforme
se aumento el t.. La gs del cultivo aerobio de la cepa VAL24-pV21 fue 0.99 g/g*h y
para el t; de 50 s fue muy similar (1.04 g/g*h). Un comportamiento parecido fue

reportado previamente para la cepa VAL24-pV21 bajo las mismas condiciones (Lara
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et al., 2006). Sin embargo, para los t. de 100 y 150 s se observo una disminucion de
21y 35% con respecto al control. La cepa W3110 alcanzé una gs de 0.97 g/g*h en
el control y con el t. de 50 s la gs fue similar (0.94 g/g*h). Las gs de los t. de 100 y
150 s para la cepa W3110-pV21 aumentaron 57 y 42 %, respectivamente con
relacion al control. Una explicacion del aumento de qs en W3110-pV21 para los t,
de 100 y 150 s (figura 7.1.5.1. c) posiblemente se encuentre en la necesidad del
microorganismo de utilizar mayores cantidades de sustrato para la sintesis de acidos
organicos a través de las rutas de acidos mixtos y asi generar energia a través de
fosforilacion a nivel de sustrato, asi como también mantener el equilibrio de
NAD'/NADH (Zhu y Shimizu, 2004). Shalel-Levanon y col. (2005), reportaron el
aumento en el flujo de sintesis de metabolitos de la fermentacion de &cidos mixtos
en cultivos anaerobios con respecto a cultivos aerobios. También se ha observado
que cuando la concentracion de O, disminuye, la sintesis de algunas enzimas de las
rutas metabdlicas de las pentosas fosfato y de Embden-Meyerhof aumenta. La
necesidad de regenerar el NAD™ para mantener el flujo metabélico de la glucdlisis,
promueve un aumento de la expresién de las enzimas del metabolismo del piruvato,
como LdhA (Stewart, 1988). Por el contrario, la cepa VAL24-pV21 disminuy0 la gs
posiblemente porque las mutaciones limitaron el uso del carbono para la generacion
de &cidos organicos para los t. de 100 y 150 s. Sin embargo, las mutaciones de la
cepa VAL24-pV21, debieron originar una incapacidad para regenerar el NAD" a
través de la enzima LdhA lo que finalmente limitd el flujo glucolitico. La
acumulacion de NADH regula alostéricamente a las enzimas citrato sintasa
(responsable de transformar oxalacetato en citrato en el TCA) y fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (responsable de transformar oxalacetato en fosfoenolpiruvato, en una
reaccion de gluconeogénesis) (Eiteman y Altman, 2006). La inhibicion alostérica de
dichas enzimas en medio minimo limita el flujo glucolitico y con ello la distribucion
del carbono para la biosintesis (Causey et al., 2004). Dichas consideraciones podrian

explicar la disminucién en la gs para la cepa VAL24-pV21.
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7.1.5.4. Comparacion de la productividad especifica de acetato

En concordancia con el aumento de la acumulacion de acetato (figura 7.1.5.1. D) en
los cultivos recirculados, la productividad especifica de acetato (g.c) se incrementd
con el t.. Los valores calculados de g, para la cepa VAL24-pV21 fueron 0.10, 0.38,
0.21 y 0.13 g/g*h para los t. de 0, 50, 100 y 150 s, respectivamente. Se puede notar
que la disminucién en las g, de los t. de 100 y 150 s, se debi0 a la reduccion de las p
mas que a una disminucién en la acumulacion del metabolito. Por otro lado, la g, de
la cepa W3110-pV21 en el control fue de 0.05 g/g*h y en los cultivos recirculados
se incrementé a 0.22, 0.55 y 0.32 g/g*h para los distintos t. evaluados. Se ha
observado que existe una correlacion entre el aumento de gs y g (Vemuri et al.,

2006), similar a lo observado para los cultivos de la cepa W3110-pV21.

7.1.5.5. Comparacién de las productividades especificas, rendimientos y

productividades volumétricas de GFP.

La productividad especifica de GFP (ggrp) Se observa en la figura 7.1.5.2. A. Los
parametros se calcularon a partir de las concentraciones de GFP obtenidas por
andlisis densitométrico (seccion 7.1.3.2.). La cepa VAL24-pV21 en el t. de 0 s
alcanzo una ggrp (0.024 g/g*h) del doble a la calculada para la cepa W3110-pV21 en
las mismas condiciones (0.013 g/g*h), asociado con las mayores concentraciones
méaximas de GFP (figura 7.1.3.2). Al igual que el resto de los parametros ya
mencionados, el aumento del t. disminuy0 las ggep. La reduccion en dicho parametro
en la cepa VAL24-pV21 con respecto al control fue de 8, 54 y 75% en tanto que la
cepa W3110-pV21 lo hizo en 38, 31 y 54% para los t. de 50 100 y 150 s,
respectivamente. Se puede notar que a pesar de que la cepa VAL24-pV21 alcanzd
concentraciones maximas de GFP mayores a las de la cepa W3110, el impacto de las

oscilaciones sobre las velocidades especificas de crecimiento fue mayor para la cepa
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mutante principalmente para los t. de 100 y 150 s, originando una mayor

disminucion en la qgrp para la cepa VAL24-pV21.
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Figura 7.1.5.2.- Comparacion de las velocidades especificas de produccion de GFP qgrr (A),
rendimientos de GFP Ygrps (B) y productividades volumétricas Pv (C). Los resultados
corresponden a los distintos t. evaluados para las cepas VAL24-pV21y W3110-pV21.

Los rendimientos de GFP (Ygrps) también disminuyeron con el aumento de los t..

Para la cepa VAL24-pV21 se calcul6 un rendimiento de 0.025 g/g y un valor muy

similar para el t, de

50 s (0.024 g/g). Los cultivos con t. de 100 y 150 s

disminuyeron el Ygeps €n 40 y 76% con respecto al cultivo control. La cepa W3110-
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pV21 en el t. de 0 s present6 un valor de Ygrpss igual a 0.01 g/g el cual disminuyd
20, 40 y 60% con respecto al cultivo aerobio para los t;. de 50, 100 y 150 s. Lara y
col. (2006b) también observaron que las oscilaciones con un t. de 50 s no afectaron
significativamente 1a qgrp Y €l Ygrps. Sin embargo, el aumento de las oscilaciones
de TOD impacta ambos pardmetros en los cultivos con largos periodos de oscilacion
(100 y 150 s). En correspondencia con nuestros resultados, Sandoval-Basurto y col.
(2004) observaron una disminucion del 87% en el Yps en un cultivo con un t. de
180 s, para la produccion de pre-proinsulina, comparado con un cultivo control

aerobio.

Las oscilaciones afectaron las productividades volumétricas disminuyendo los
valores conforme aumenté el t. (figura 7.1.5.2. C). En el control, la cepa VAL24-
pV21 tuvo una productividad volumétrica de 0.016 g/L y disminuy6 25, 56 y 75%
con los t. de 50, 100 y 150 s, respectivamente. Por su parte, la cepa W3110-pV21
alcanzd una productividad volumétrica de 0.010 g/L*h y disminuy6 en 30, 60 y 80%
para los cultivos con t, de 50, 100 y 150 s, respectivamente. El porcentaje de
disminucion de las productividades volumetricas en los respectivos t. fue similar
para ambas cepas, pero cada decremento tiene diferente explicacion. La disminucion
de la productividad volumétrica en la cepa VAL24-pV21 se debid al aumento de los
tiempos de las cinéticas, mientras que para la cepa W3110-pV21 se debid a la menor

concentracion de GFP alcanzadas en cada condicion evaluada.

7.1.6. Evaluacion de la fluorescencia de NADH

El NADH es producido en diferentes puntos del metabolismo celular (figura 2.2.).
Por ejemplo, la produccion de 1,3-difosfoglicerato a partir de gliceraldehido 3-
fosfato por la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, genera NADH,
durante la glucdlisis (Moat et al., 2002). En condiciones limitadas de O,, E. coli

regenera NAD" mediante algunas de las rutas de fermentacion de acidos mixtos (Xu
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et al., 1999). La enzima LdhA produce lactato y ademas regenera NAD", mientras
que la enzima PfIB produce formato y Acetil-CoA, que posteriormente puede ser
utilizado para generar etanol y con ello NAD". El funcionamiento coordinado de las
rutas metabolicas para la oxidacién y reduccion de la coenzima permite mantener el
balance NAD*/NADH en la célula y con ello el flujo glicolitico (Zhu y Shimizu,
2004). Las mutaciones de la cepa VAL24-pV21 podrian por lo tanto, originar una
acumulacion de NADH al tener interrumpidos los genes IdhA y pflB. Con la
intencion de verificar esta hipdtesis, se determind la acumulacién de NADH por
fluorescencia para la cepa VAL24-pV21. En la figura 7.1.6. se muestran los perfiles
de acumulacion de NADH. En los cultivos control y con t. de 50 s, no se observd
aumento en la intensidad de fluorescencia del NADH. Sin embargo, como era de
esperarse, la cepa VAL24-pV21 mostr0 un incremento progresivo de la
fluorescencia para los cultivos con t. de 100 y 150 s, de aproximadamente 3 veces

con respecto al control.

Figura 7.1.6.- Acumulacion de NADH para la cepa VAL24-pV21. La cuantificacién se realizo
por fluorescencia en las distintas condiciones evaluadas.

7.2. Cultivos anaerobios de la cepa de E. coli VAL24-pV21

Con la intencion de evaluar el comportamiento de la cepa VAL24-pV21 en ausencia
de O,, se realizaron cultivos en biorreactor con 750 mL de medio de cultivo

alimentando Unicamente nitrégeno a 0.5 vvm y con una agitacion de 500 rpm. Las
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cinéticas fueron hechas para verificar si la naturaleza facultativa de E. coli le
permitiria crecer bajo las condiciones de cultivo utilizadas. Las cinéticas se
monitorearon por 48h y durante este tiempo no se observo crecimiento de biomasa,
consumo de glucosa ni aumento en la IF-GFP (figura 7.2.). Mat-Jan y col. (1989)
estudiaron el comportamiento de una cepa doble mutante (pfl, Idh’) cultivada en
condiciones de anaerobiosis con glucosa como fuente de carbono, encontrando que
fue incapaz de crecer, lo que se atribuyd a la incapacidad de la cepa para generar
acetil CoA que posteriormente es utilizado en el TCA para la biosintesis de
aminoacidos. Sandoval-Basurto y col. (2005) tampoco observaron crecimiento de
una cepa de E. coli W3110 en cultivos anaerobios y explicaron la situacion por la
ausencia de elementos trazas (Se, Mo y Ni) necesarios para la actividad del
complejo FHL. Otra explicacion de la ausencia de crecimiento de la cepa en
anaerobiosis podria ser la ausencia de donadores de electrones y la necesidad de
agregar al medio de cultivo aceptores finales de electrones para favorecer la
respiracion anaerobia (Unden y Bongaerts, 1997). Considerando la idea de favorecer
la respiracion anaerobia adicionando aceptores finales de electrones, se decidio

agregar NaNOs a los cultivos oscilados.

Figura 7.2.- Comportamiento de la cepa VAL24-pV21 en anaerobiosis. Evaluacion del
crecimiento de biomasa, consumo de glucosa en intensidad de fluorescencia de GFP.
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7.3. Evaluacion del desempefio de VAL24-pV21 con NaNO;

7.3.1. Crecimiento y consumo de glucosa

Para mejorar el desempefio de VAL24-pV21 en cinéticas con largos t., se realizaron
cultivos recirculados a los que se agregd nitrato como aceptor final de electrones. De
igual forma se consider0 el hecho de que en los cultivos oscilados de 100 y 150 s de
la cepa VAL24-pV21 se habia observado el aumento de la IF-NADH (figura 7.1.6.),
sugiriendo la acumulacion de NADH, que puede funcionar como donador de
electrones en la cadena respiratoria anaerobia con nitrato (Unden y Bongaerts,
1997). El fundamento de dichos experimentos se encuentra en la idea de
proporcionar al microorganismo dos aceptores finales de electrones para utilizar

segun las condiciones de cultivo por las que transitara en los sistemas oscilados.

—— ()

1.8 —_—X(+)

W o w o
Glucosa (g/L)

(=]

=

o

Figura 7.3.1.- Desempefio de la cepa VAL24-pV21 de cultivos con nitrato y t. de 100 s (A) y
150 s (B). Comparacion del crecimiento de biomasa (X) y consumo de glucosa (S) en cultivos con
(+) y sin nitrato (-).
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En la figura 7.3.1 se muestra la comparacion del crecimiento de biomasa y consumo
de glucosa para los t. de 100 y 150 s para la cepa VAL24-pV21 en cultivos con y sin
nitrato. Se observo que con la adicién de nitrato al medio de cultivo, disminuyeron
los tiempos de cultivo aunque las concentraciones maximas de biomasa fueron
similares para el t. de 100 s, alcanzando 1.27 g/L de biomasa con nitrato y 1.31 g/L
sin el aceptor final de electrones. En los cultivos con t. de 150 s con nitrato la
concentracion maxima de biomasa fue mayor (1.36 g/L) a los cultivos sin nitrato
(1.17 g¢/L). La cepa VAL24-pV21 en presencia de nitrato consumié mas
rdpidamente glucosa comparado con los cultivos sin nitrato. Las cinéticas con t, de
100 y 150 s con nitrato agotaron el sustrato en aproximadamente en 7 h. Estos

resultados son congruentes con el aumento de la velocidad de crecimiento (Tabla 4).

7.3.2. Acumulacién de metabolitos extracelulares

7.3.2.1. Acumulacion de metabolitos de la ruta de fermentacion de acidos

mixtos en cultivos con nitrato

En los dos cultivos evaluados con nitrato el Gnico metabolito de la ruta de
fermentacion de acidos mixtos detectado fue acetato (figura 7.3.2.). Las
concentraciones maximas de acetato alcanzadas fueron de 1.6 g/L y 1.7 g/L para los
t. de 100 y 150 s, respectivamente, las cuales fueron muy similares a las observadas
en los cultivos sin nitrato para la cepa VAL24-pV21 cont. de 100y 150 s (1.6 y 1.7
g/L, respectivamente). Como ya se habia observado, las mutaciones impidieron la
formacion de lactato y formato en la cepa mutante. Por otro lado, tampoco se detect
piruvato en el medio de cultivo el cual se habia detectado en los cultivos sin nitrato
para los t. de 100 y 150 s en concentraciones de 0.18 y 0.21 g/L. Dicha situacion
sugiere que el nitrato permitié aprovechar de mejor forma el sustrato. En
condiciones limitadas de O, cuando se utiliza nitrato como aceptor final de

electrones, la glucosa no es oxidada por TCA y los principales metabolitos
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generados son acetato y formato (Prohl et al., 1998). En congruencia con nuestros
resultados, la cepa VAL24-pV21 no produjo formato por la mutacion en pfl, pero el
acetato si se acumulé en el medio de cultivo, posiblemente por un mecanismo de

sobreflujo metabolico (Xu et al., 1999).

Acetato (g/L)
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Figura 7.3.2.- Cinéticas de acumulacion de acetato con (+) y sin (-) nitrato para la cepa
VAL24-pV21 con t. de 100 s (A) y 150 s (B).

7.3.2.2. Carbono utilizado para la formacion de &cidos organicos

En la figura 7.3.2.2. se presentan los perfiles de la acumulacion de carbono utilizado
para la generacion de acidos organicos comparando la acumulacién de carbono para
la cepa VAL24-pV21 con y sin nitrato, asi como para la cepa W3110-pV21 con t. de
100 y 150 s. La cantidad de carbono con respecto al sustrato inicial agregado al

medio de cultivo que la cepa VAL24-pV21 acumuldé en forma de acetato (Unico
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metabolito detectado en el medio de cultivo) en el t. de 100 s, fue del 35% y para el
t. de 150 s del 30%.

——VAL24-pV21 (-)

—B-VAL24-pV21 (+)
——W3110-pv21(-)

20
——VAL24-pVv21 (-)

—a=VAL24-pVv2l (+)
1.2 4 ——W3110-pV21(-)

Cu{gC/L)

0 5 10 15 20
Tiempo (h)

Figura 7.3.2.2.- Carbono de los metabolitos detectados en cultivos con y sin nitrato. La
cuantificacion del carbono (Cy) corresponde a los acidos organicos detectados en el medio de
cultivo. Se comparan los cultivos con t. de 100 s (A) y 150 s (B) para la cepa VAL24-pV21l y
W3110-pV21 sin (-) y con nitrato (+).

En la figura 7.3.2.2 se observa que la cepa mutante, utilizé cantidades de carbono
similares en los cultivos con y sin nitrato para la sintesis de &cidos organicos
considerando las concentraciones maximas alcanzadas, pero destind
aproximadamente 50% menos carbono inicial en comparacion con la cepa W3110-
pV21 con un t; de 100 s. Los cultivos operados a un t; de 150 s en la cepa VAL24-
pV21 también utilizaron cantidades de carbono similares con y sin el aceptor de
electrones, pero canalizaron aproximadamente 35% menos carbono que la cepa

W3110-pV21 bajo las mismas condiciones.
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7.3.3. Produccién de proteina recombinante en cultivos con nitrato
7.3.3.1. Cuantificacién de GFP por densitometria
En la figura 7.3.3.1 se muestra la produccion de GFP en los cultivos en los que se

agreg0 nitrato y se compara con la produccion de proteina recombinante de las cepas
VAL24-pV21 y W3110-pV21 cultivadas con los mismos t. sin nitrato.
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Figura 7.3.31.- Produccion de proteina recombinante con (+) y sin (-) nitrato para los t. de 100
s (A) y 150 s (B). La cuantificacion se realiz6 por analisis densitométrico de geles SDS-PAGE.

La concentracion méxima de GFP alcanzada en los cultivos con nitrato con t, de 100
y 150 s fue de 0.04 g/L. Los cultivos de VAL24-pV21 y de W3110-pV21 con t. de
100 s y nitrato alcanzaron concentraciones maximas de GFP similares (0.04 g/L)
aunque menores a las alcanzadas por la cepa VAL24-pV21 sin nitrato (0.11 g/L). En

las cinéticas con t. de 150 s la concentracion méxima de GFP fue ligeramente mayor
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(0.04 g/L) para la cepa VAL24-pV21 con nitrato con respecto a la cepa W3110-
pV21 (0.03 g/L), pero menor a alcanzada por la cepa mutante sin el aceptor final de
electrones (0.07 g/L). Es importante notar que la presencia de nitrato en el medio de
cultivo redujo los tiempos en que se alcanzaron las concentraciones maximas de
proteina recombinante. Se ha observado que en anaerobiosis y cuando se utiliza
nitrato como aceptor de electrones, el TCA esta reprimido debido a la regulacion
transcripcional del sistema ArcAB sobre las enzimas del ciclo (Shalel-Levanon et
al., 2005a), pero también debido al uso de glucosa como fuente de carbono (Prohl et
al., 1998). La represion del TCA bajo dichas condiciones podria explicar la
disminucion en la produccion de GFP con largos periodos de anaerobiosis debido a
que algunos metabolitos del TCA se utilizan para sintetizar aminoécidos (Konz et
al., 1998).

7.3.3.2. Evaluacion de la fluorescencia de GFP

Mediante fluorimetria se evalué la IF-GFP en los cultivos a los que se adiciond
nitrato. Los resultados obtenidos fueron comparados con las cinéticas de las cepas
W3110-pV21 y VAL24-pV21 sin nitrato para los dos t. evaluados (figura 7.3.3.2.).
La IF-GFP de los cultivos de VAL24-pV21 con nitrato para el t. de 100 s fue tres
veces mayor a lo medido para la cepa W3110-pV21, aun cuando la concentracion de
GFP cuantificada con geles de SDS-PAGE fue la misma (figura 7.3.3.1.). Los
cultivos de la cepa VAL24-pVV21 con nitrato y a un t, de 150 s presentaron cinco
veces mas IF-GFP que los de la cepa W3110-pV21. Sin embargo, como puede
observarse en la figura 7.3.3.2, la IF-GFP de la cepa VAL24-pV21 con nitrato fue
menor a la alcanzada en los cultivos de la misma cepa sin nitrato para los t.
evaluados. El perfil de la fluorescencia en la cepa VAL24-pV21 con nitrato para los
t. de 100 y 150 s, se increment6 en forma constante desde el inicio del cultivo,
posiblemente, debido a la mayor disponibilidad de O, intracelular como

consecuencia de la presencia de nitrato como un segundo aceptor final de electrones.
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Figura 7.3.3.2.- Cinéticas de fluorescencia total de GFP para las cinéticas con (+) y sin (-)
nitrato para los t. de 100 s (A) y 150 s (B).

7.3.4. Parametros cinéticos y estequiométricos de los cultivos con NO3

7.3.4.1 Velocidad especifica de crecimiento y tiempos de duplicacion en cultivos
con nitrato
Los cultivos de la cepa VAL24-pV21 a los que se agregd nitrato, mostraron un
incremento en la velocidad especifica de crecimiento con respecto a aquellos sin el
aceptor final de electrones (figura 7.3.4.1. A). La pn aument6 de 0.15a 0.32 h™ con la
presencia del aceptor final de electrones para la cepa VAL24-pV21 con un t. de 100
s. La velocidad especifica fue similar a la alcanzada por la cepa W3110-pV21
operada con el mismo t. (0.30 h™"). Para el t. de 150 s la p de la cepa VAL24-pV21
se incrementd mas de tres veces con la adicion de nitrato (de 0.09 h™* a 0.32 h') e
incluso fue ligeramente mayor a la alcanzada por la cepa W3110-pV21 (0.29 h'"). Se
ha observado que cuando bacterias entéricas realizan respiracion anaerobia en
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presencia de nitrato como aceptor final de electrones, la p de los cultivos tienen un
valor intermedio entre aquellas que se alcanzarian en condiciones aerobias y

anaerobias (Stewart, 1988).

Los tiempos de duplicacion también disminuyeron con la presencia del nitrato
(Apéndice C). Los cultivos de VAL24-pV21 para el t; de 100 s con nitrato tuvieron
un ty de 2.2 h que representa el 50% del calculado para los cultivos sin el aceptor
final de electrones (4.8 h), y muy similar al alcanzado por la cepa W3110-pV21 (2.4
h), bajo las mismas condiciones. El efecto benéfico del nitrato puede observarse
mejor en los cultivos con t. de 150 s al reducir dicho pardmetro de 7.8 h (cultivos sin
nitrato) a 2.2 h (cultivos con nitrato). El ty de la cepa W2110-pV21 con un t, de 150

s fue de 2.4 h, similar al de VAL24-pV21 con nitrato para el mismo t..

7.3.4.2 Rendimiento global de biomasa en cultivos con nitrato

La presencia de nitrato también mejord los rendimientos globales de biomasa en la
cepa VAL24-pV21 (figura 7.3.4.1. B). El célculo de Yy, mostr6 que los cultivos de
la cepa VAL24-pV21 con nitrato para el t, de 100 s tuvieron un rendimiento de 0.25
g/g. Este valor fue aproximadamente 32% mayor al alcanzado en las cinéticas de la
misma cepa sin nitrato (0.19 g/g) y 25% mayor al de la cepa W3110-pV21 (0.20
g/g) bajo las mismas condiciones. El Yy,s de la cepa VAL24-pV21 para el t. de 150
s con nitrato fue de 0.24 g/g que representa un aumento del 41% al logrado sin
nitrato (0.17 g/g). Por otro lado, el incremento del Yy;s en los cultivos con nitrato
pudo deberse a que existio la reoxidacion del NADH cuando fue utilizado como
donador de electrones, aunado a la produccion de energia por fosforilacion a nivel
de sustrato durante la generacion de acetato. En nuestro sistema ademas debe
considerarse que los microorganismos pudieron sumar la energia generada tanto en

condiciones aerobias como anaerobias (debido a la naturaleza modular de la cadena
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respiratoria), para mejorar el desempefio en un medio heterogéneo (Moat et al.,
2002).

7.3.4.3 Consumos especificos de glucosa y produccién especifica de acetato en

cultivos con nitrato

El nitrato incremento la qsde 0.78 a 1.26 g/g*h en los cultivos de VAL24-pV21 con
t. de 100 s (figura 7.3.4.1. C). Sin embargo, la gs fue menor al valor alcanzado por
W3110-pV21 (1.52 g/g*h) bajo las mismas condiciones. De la misma forma, el
nitrato incrementd la gs en las cinéticas de la cepa VAL24-pV21 con t. de 150 s de
0.64 a 1.32 g/g*h, mientras que bajo estas condiciones la g, de la cepa W3110-pV21
se comportd de forma similar a la cepa VAL24-pV21 tratada con nitrato (1.38
g/g*h). El aumento de las gs en los cultivos con nitrato es consistente con los
mayores valores de las p y Yyxs. Una posible explicacion podria encontrarse en el
uso de NADH como donador de electrones en la cadena respiratoria anaerobia y con
ello la regeneracion de NAD®. La presencia del cofactor oxidado permitiria un
mayor flujo a través de la glucolisis que explicaria el aumento en gs. La qgs. de los
cultivos con nitrato para la cepa VAL24-pV21 con t. de 100 s fue dos veces mayor
(0.44 g/g*h) al de las cinéticas sin el aceptor de electrones (0.21 g/g*h). Es
importante notar que el aumento en la g, se debid al incremento en la u y no a una
mayor produccién del metabolito. La g, de la cepa W3110-pV21 (0.55 g/g*h) fue
mayor a la alcanzada por la cepa VAL24-pV21 con t. de 100 s con y sin nitrato
(figura 7.3.4.1. D). En los cultivos recirculados con t. de 150 s se alcanzaron
velocidades similares en las cinéticas de VAL24-pV21 con nitrato y W3110-pV21
(0.33 y 0.32 g/g*h, respectivamente), mayores a las calculadas para la cepa mutante
sin nitrato (0.13 g/g*h).
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Figura 7.3.4.1.- Comparacion de parametros cinéticos y estequiométricos de las cepas VAL24-
pV21 con y sin nitrato y W3110-pV21 sin nitrato. Velocidad especifica de crecimiento (A),
rendimiento de biomasa (B), consumo especifico de glucosa (C) y produccion especifica de acetato
(D), de cultivos con t, de 100y 150 s.
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7.3.4.4 Productividades especificas, rendimientos y productividades

volumétricas de GFP en cultivos con nitrato

Las productividades especificas de GFP (figura 7.3.4.2. A) para los cultivos de
VAL24-pV21 con t; de 100 y 150 s con nitrato tuvieron una qgrp de 0.008 g/g*h en
ambos casos, en tanto que las ggrp Sin el aceptor de electrones fueron de 0.011 y
0.006 g/g*h para los t. de 100 y 150 s, respectivamente. La cepa W3110-pV21
obtuvo una ggrp de 0.009 y 0.006 g/g*h para los t. de 100 y 150 s respectivamente.
La gerp alcanzada por la cepa VAL24-pV21 en el cultivo donde se utilizé nitrato
con un t. de 150 s, fue ligeramente mayor a la obtenida en los cultivos de VAL24-

pV21 sin nitrato y W3110-pV21, bajo las mismas condiciones (figura 7.3.4.2. A).

Los Ygrps S€ comparan en la figura 7.3.4.2. B. Se observo que con nitrato el Y grpss
para la cepa VAL24-pV21 fue tres veces menor (0.005 g/g) al del cultivo sin nitrato
para el t, de 100 s (0.015 g/g) y ligeramente menor al de los cultivos con t. de 150 s
(0.006 g/g*h). Los qgrp de la cepa W3110-pV21 fueron similares a los de la cepa
VAL24-pV21 con nitrato. Se ha reportado que cultivos anaerobios donde se utiliza
nitrato como aceptor final de electrones y glucosa como fuente de carbono,
presentan represion del TCA (Prohl et al., 1998). Dicha represion del TCA, limitaria
la produccién de proteina recombinante y con ello se produciria la disminucién de
Ycrrss- ESta situacion podria explicar el mayor Ygrps alcanzado en los cultivos de
VAL24-pV21 sin nitrato con t, de 100 s, debido a una mayor actividad del TCA.

La productividad volumétrica (figura 7.3.4.2 C) del cultivo de VAL24-pV21 con
nitrato y un t; de 100s fue de 0.004 g/L*h, menor a la obtenida en las cinéticas sin
nitrato para la cepa mutante (0.007 g/L*h), pero igual a la obtenida para la cepa
W3110-pV21 (0.004 g/L*h). Las cinéticas con un t;, de 150 s con y sin nitrato para
la cepa VAL24-pV21 tuvieron una productividad volumétrica igual (0.004 g/L*h)
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pero del doble a la que se alcanz6 con la cepa W3110-pV21 (0.002 g/L*h) con las
mismas condiciones de operacion.

Productividades especificas de GFP

100s
0.012 A m150s

VAL24-pV21 VAL24-pV21 NO3 W3110-pVv21

Rendimiento de GFP

#100s
m150s

ml . . I
0.000 T T -—\

VAL24-pv21l VAL24-pV21 NO3 Ww3110-pv2l

Productividad volumétrica
0.008 100s

w1505

[=]

[=}

(=]

SR
ey

Pv (g/L*h)
(=]
(=]
o
B

0.002
a T T

VAL24-pVv21l VAL24-pV21 NO3 W3110-pVvV21

Figura 7.3.4.2.- Comparacion de las productividades especificas de GFP (A), rendimiento de
GFP-sustrato (B) y productividad volumétrica Pv (C) para las cepas con y sin nitrato para las
cepas VAL24-pV21y W3110-pV21.
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7.4. Cultivos anaerobios de VAL24-pV21 con NO;

El comportamiento de la cepa VAL24-pV21 en cultivos anaerobios en los que se
agrego nitrato se presenta en la figura 7.4. Se observo que la presencia del aceptor
final de electrones en el medio de cultivo no favorecié el crecimiento celular, el
aumento de IF-GFP y el consumo de sustrato, en la cinéticas que se monitorearon
durante 48h. Los resultados pueden explicarse por el hecho de que nuevamente la
mutacion en pfIB impidié a la cepa sintetizar acetil CoA en condiciones de
anaerobiosis (Mat-Jan et al., 1989). La sintesis de acetil CoA es importante porque
posteriormente es utilizado en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos, no solamente
para generar mayores cantidades de NADH sino también para la sintesis de
precursores de aminoacidos. El crecimiento de E. coli mediante la cadena
respiratoria anaerobia requiere la presencia no solo del aceptor final de electrones,
sino también de algin donador de electrones. EI NADH acumulado en los cultivos
oscilados con los t; de 100 y 150 s (figura 7.1.6) pudo funcionar como donador de
electrones (Unden y Bongaerts, 1997) para modificar el desempefio de la cepa
VAL24-pV21 con nitrato (seccion 7.3). Sin embargo, al no observarse consumo de
glucosa en los cultivos anaerobios, seria de esperarse que no estuviera presente el
NADH para funcionar como donador de electrones. Otro elemento que puede
funcionar como donador de electrones es el formato, pero la cepa VAL24-pV21 no
puede sintetizar dicho metabolito por la mutacion en pfl. Por otro lado, el hidrogeno
también es utilizado como donador de electrones por la enzima nitrato reductasa,
que usualmente se genera a partir del formato mediante la enzima formato-
hidrogeno liasa que produce H, y CO,, reaccion que no puede realizarse al no estar

presente el formato.
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Figura 7.4.- Comportamiento de la cepa VAL24-pV21 en cultivos anaerobios con nitrato.
Evaluacion del crecimiento de biomasa, intensidad de fluorescencia de GFP (IF-GFP) y consumo de
glucosa.
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. CONCLUSIONES

» El aumento del t. origind la disminucién de las concentraciones maximas de

biomasa, observandose un mayor impacto en la cepaVAL24-pV21.

 EnlacepaVAL24-pV21 lap disminuyd 80% con €l t. de 150 s con respecto
al control, mientras la cepa W3110-pV21 solo disminuyé 28%. Dicho
resultado sugiere que las rutas metabdlicas de fermentacion de &cidos mixtos

(IdhA, pflB y poxB) son necesarias en cultivoscont. de 100y 150 s.

» Laadicion de nitrato al medio de cultivo, megjord dos y tres veces las p de los

cultivos de VAL-24-pV21 con t, de 100 y 150 s, respectivamente.

» Losrendimientos de biomasa con respecto a control disminuyeron 63% para
lacepaVAL24-pV21y 52% para W3110-pV21 con € t, de 150 s, sugiriendo
que las modificaciones genéticas no afectan considerablemente la

distribucion de carbono haciala formacion de biomasa.

» La presencia de nitrato en € medio de cultivo aumenté los Yy,s, siendo 31y

41% mayores en los cultivos con lost, de 100 y 150 s, respectivamente.

» Las concentraciones maximas de GFP sintetizadas por la cepa VAL24-pV21
fueron mayores en todas las condiciones evaluadas con respecto a la cepa
W3110-pV21, pudiéndose atribuir a la distribucion de carbono debido a
fondo genético de lacepa VAL 24-pV 21.

e La presencia de nitrato en e medio de cultivo no mejoré la produccion de
GFP paralacepa VAL24-pV21.
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Las modificaciones genéticas de la cepa VAL24-pV21 redujeron la

acumulacion de &cidos organicos con respecto a la cepa W3110-pV 21.

Lacepa VAL24-pV21 en cultivos con o sin nitrato, acumulé concentraciones
similares de &cidos organicos, pero menores a las producidas por W3110-
pVv21.

Las oscilaciones de TOD afectaron la viabilidad de la cepa VAL24-pV21
principalmente paralost, de 100 y 150 s donde se observé un porcentaje final
de células viables de 70 y 65%, respectivamente. Por otro lado, la viabilidad
de la cepa W3110-pV21 no disminuyd considerablemente en los distintos
cultivos evaluados. Por lo tanto, la disminucion de la viabilidad puede
atribuirse a las oscilaciones de TOD y a la fisiologia particular del

microorganismo y no al estrés mecanico del sistema.
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PERSPECTIVAS

A continuacion se describen algunas propuestas que podrian mejorar el crecimiento

y productividad de la cepa VAL24-pV21 en cultivos con oscilaciones de TOD:

Las tres mutaciones de la cepa VAL24-pV21 permiten el adecuado
desempefio de los microorganismos con t. de 50 s. Sin embargo, con mayores
tiempos de circulacién la cepa disminuye considerablemente su desempefio
con respecto al cultivo aerobio. La cepa VAL24-pV21 acumulé NADH en los
cultivos con t. de 100 y 150 s indicando la incapacidad de la cepa para
reoxidar al cofactor. Tomando como experiencia la evaluacion de VAL24-
pV21 con largos periodos de anaerobiosis, podria construirse y evaluarse una
cepa doble mutante (pfIB’, poxB) que posiblemente permitiria mejorar el
desempefio en comparacion con la triple mutante, debido a que podria

regenerar NAD" a través de IdhA.

Con la finalidad de aprovechar la naturaleza modular de la cadena
respiratoria, se podrian utilizar distintos donadores y aceptores de electrones
en los cultivos oscilados. ElI fumarato puede funcionar como aceptor de
electrones y tiene como ventaja adicional que forma parte del ciclo de los
acidos tricaboxilicos y podria favorecer la capacidad biosintética del
microorganismo y con ello la produccion de proteina recombinante. Podrian
utilizarse otros donadores de electrones como el succinato con la intencién de
activar la cadena respiratoria anaerobia. Nuevamente, la ventaja que podria
proporcionar dicho donador de electrones seria que es un metabolito del ciclo
de los acidos tricarboxilicos. Tanto el fumarato como donador y el succinato

como aceptor, podria evaluarse conjuntamente en el medio de cultivo.
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La adicién de nitrato al medio en los cultivos oscilados mejora la w, YysY Qs
con respecto a cultivos sin el aceptor final electrones. Sin embargo, las
concentraciones maximas de proteina recombinante son menores en los
cultivos con nitrato. La disminucion en la produccion de proteina
recombinante en cultivos oscilados con largos periodos de anaerobiosis se
han relacionado con la ramificacion de ciclo de los acidos tricarboxilicos y
con ello la limitacién de la capacidad biosintética del microorganismo. En
cultivos anaerobios con nitrato y utilizando glucosa, se ha observado ademas,
que el TCA no es activo. Sin embargo, se ha observado que el uso de glicerol
en cultivos donde el nitrato es el aceptor final de electrones, el TCA se activa.
Considerando dicha situacidn, posiblemente la produccién de proteina
recombinante se incrementaria si se sustituye la glucosa como fuente de

carbono por glicerol.
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APENDICES

ApéndiceA.
Acumulacién de metabolitos de | as rutas de fermentacion de |os &cidos mixtos
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Figura A.1.- Acumulacion de acetato. Cepas VAL24-pvV21 (A) y W3110-pV21 (B).
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Figura A.2.- Acumulacion de lactato. Cepa W3110-pV21 para el cultivo control y recirculados.
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Figura A.3.- Acumulacién de formato. Cepa W3110-pV21 para € cultivo control y
recirculados.
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Figura A.4.- Acumulacion de etanol. Cepas VAL24-pV21 (A) y W3110-pV21 (B).
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ApéndiceB.
Viabilidad celular determinada por citometria de flujo.
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Figura B.1.- Cuantificacion de la viabilidad cdlular de la cepa W3110-pV21 mediante analisis
de cuadrantes de graficas de puntos. Las graficas corresponden a los cultivos control (A) y
recirculados con t, de 50 s (B), 100 s (C) y 150 s (D). Se muestran tres momentos de las cinéticas: al
inicio, un punto intermedio y a fina de la fase exponencial. El cana 1 (FL1-H) y 3 (FL3-H)
indican laintensidad de fluorescencia verdey rojo, respectivamente.
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Figura B.2.-Determinacién de la viabilidad celular de la cepa VAL 24-pV21 por citometria de
flujo en gréficas de puntos. Las gréficas corresponden a cinéticas control (A), y cultivos
recirculados con t, de 50 s (B), 100 s (C) y 150 s (D). Se muestran tres momentos de las cinéticas: al
inicio, un punto intermedio y al final de la fase exponencial de crecimiento. El canal 1 (FL1-H)y 3
(FL3-H) indican laintensidad de fluorescencia verde y rojo, respectivamente.
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Apendice C.

Tabla 4- Comparacién de pardmetros cinéticos y estequiométricos de las cepas VAL24-pV21y

W3110-pV21 con distintas condiciones de operacion. Los valores reportados corresponden a la

velocidad especifica de crecimiento (p), rendimiento global de biomasa (Yys), velocidad especifica
de consumo de glucosa (qs), productividad especifica de acetato (qa.:), tiempo de duplicacion (tg),

productividad especifica de GFP (Qgrp)

GFP.

rendimiento de GFP (Ygrp) Y productividad volumétrica de
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