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Resumen

El nodo Fosfoenolpiruvato (PEP) — Piruvato (PYR) — Oxaloacetato (OAA) ha sido blanco para
realizar estrategias de ingenieria de vias metabdlicas. En este sentido, nuestro grupo ha
desarrollado cepas de E. coli que carecen del sistema PTS (PB11 y PB12) y derivadas que
tienen un bloqueo en la interconversion de PEP-PYR tras realizar inactivaciones en los genes
PYKAF - ppsA. En estas cepas no existe represion catabdlica ejercida por la glucosa, por lo que
son capaces de coutilizar diferentes sustratos aun en presencia de dicho carbohidrato. Se ha
demostrado que el uso de glucosa y acetato como fuentes de carbono aumenta la
disponibilidad de PEP en estas derivadas. Por tanto, es probable que exista también un
aumento en la disponibilidad de Acetil-CoA. Para demostrar esta hipdtesis, se expreso la via
de sintesis de poli-3-hidroxibutirato (P3HB) de A. vinelandii en las cepas PB11, PB12 y
derivadas con inactivaciones en los genes pykAF - ppsA. El P3HB es un pldstico biodegradable
cuya ruta de biosintesis estd regulada por la disponibilidad de Acetil-CoA y NADPH. Asi, el
consumo de glucosa permitiria la generacién de NADPH y el consumo de acetato generaria el

Acetil-CoA.

Se realizaron cultivos en matraces en dos etapas: primero, las cepas se crecieron en medio
minimo con la mezcla glucosa-acetato sin la expresién del operdon phbBAC. Esto, para
favorecer la generacién de biomasa. Posteriormente, en la segunda etapa, se realizd la
induccion del operén y las cepas se lavaron y reinocularon en medio con: 1) glucosa-acetato,
2) glucosa y 3) acetato. Se determind el peso seco celular, el contenido de P3HB y consumo
de sustratos. Paralelamente se adecué el método de cuantificacion del biopolimero por
cromatografia de gases. A partir de los resultados obtenidos, se encontré que las cepas que
presentan modificaciones en el nodo PEP-PYR, no son aptas para la produccion del
biopolimero, pues los porcentajes de acumulacién fueron bajos o nulos (>10%). Sin embargo,
la coutilizacién de sustratos si mejord la producciéon de P3HB, ya que el porcentaje de
acumulacién mas alto (28%), se obtuvo en la cepa PB11 (PTS’) durante el cultivo en ambas

fuentes de carbono.



Introduccion

La ingenieria de vias metabdlicas (IVM) tiene como objetivo la modificacion de
microorganismos que se puedan utilizar como biocatalizadores para la produccién rentable
de moléculas de interés industrial, ademas se tiene el potencial para producir dichos
metabolitos a partir de materiales de bajo costo que se encuentran facilmente disponibles.
Por tanto, teniendo como meta la sobreproduccidon de una molécula especifica, el primer
paso a resolver es conocer qué vias se pueden utilizar para producir el compuesto
requerido. Una vez que las posibles vias se han establecido habra que analizar la forma en
gue operan las rutas metabdlicas, su topografia, la cinética de las reacciones que la
componen, la forma en que se regulan e identificar los cuellos de botella, para asi poder
realizar modificaciones racionales que nos permitan alcanzar el objetivo deseado (Keasling,

2010; Woolston et al., 2013).

En nuestro laboratorio se trabaja en la modificacion y caracterizacion del metabolismo
central de carbono de Escherichia coli, de manera que el conocimiento derivado de estos
estudios nos permita redirigir dicho metabolismo hacia la biosintesis de compuestos de
interés. Ejemplo de ello son los compuestos aromaticos; por lo tanto, con el objetivo de
incrementar la disponibilidad de Fosfoenolpiruvato (PEP), uno de los precursores de esta via,
se han desarrollado cepas de E. coli carentes del sistema de fosfotransferasas (PTS). Dichas
cepas denominadas PB11 y PB12 son capaces de coutilizar diferentes sustratos en presencia
de glucosa (Flores N et al., 1996; Martinez et al., 2008; Sabido et al., 2013) debido a la
ausencia del fendmeno de represidn catabdlica que ejerce dicho carbohidrato (Postma et al.,
1993). Bajo esta premisa, en el grupo de trabajo, se han realizado estudios de coutilizacién
de sustratos, observando que la mezcla glucosa-glicerol en cepas derivadas de PB12,
incrementan el rendimiento total de aromdaticos con respecto a los sustratos sencillos

(Martinez et al., 2008).

Posteriormente, se generaron cepas derivadas de PB11 y PB12 con inactivaciones en los

genes pykA (piruvato cinasa Il), pykF (piruvato cinasa ) y ppsA (fosfoenolpiruvato sintetasa),
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con el objetivo de entender los cambios en la fisiologia celular durante la coutilizacién de
glucosa y acetato (Sabido et al.,2013). Dichas enzimas (PykA, PykF y PpsA) estan involucradas
en el nodo PEP - PYR — OAA. Este nodo es importante para la aplicacidon de IVM, ya que sirve
como punto de control para la distribucién de flujo de carbono en el metabolismo central

(Sauer y Eikmanns, 2005). Finalmente, se determind el efecto de las modificaciones en el
nodo PEP-PYR-OAA sobre la disponibilidad de PEP, evaluando la capacidad de las cepas PTS

(PB11 Y PB12) y derivadas para producir compuestos aromaticos durante la coutilizacion de

sustratos.

Debido al bloqueo que existe en la interconversidon de PEP — PYR en las derivadas PTS pykAF
ppsA’, se evalud la posible acumulacion de Acetil-CoA (AcCoA) al coutilizar glucosa y acetato.
Esto mediante la produccién de un compuesto modelo, el Poli-3-hidroxibutirato (P3HB). Ya
gue su biosintesis estd regulada principalmente por las concentraciones de NADPH y AcCoA,
intermediarios que pueden obtenerse del metabolismo central de carbono de E.coli. De tal
manera que la glucosa se utilice para la generaciéon de ATP y poder reductor [NAD(P)H] y

parte del acetato se metabolice directamente al P3HB.



Antecedentes

Sistema de fosfotransferasas (PTS)

El sistema de fosfotransferasas para el trasporte de carbohidratos dependiente de PEP, es el
sistema mds importante para el transporte de azlcares en muchas bacterias. Este sistema es
responsable de la internalizacién de distintos carbohidratos (glucosa, manosa, fructosa, entre
otros) (Plumbridge, 2002). Esta involucrado tanto en el transporte, como en la fosforilacién
de dichos azucares, asi como en la regulacién de diversas vias metabdlicas (Postma et al.,

1993).

La composicidn bdsica del sistema PTS es similar en muchas especies. Estd formado por dos
componentes citopldsmicos generales, El y HPr, los cuales son comunes a todos los
carbohidratos. La especificidad a la internalizaciéon de carbohidratos estd dada por el
componente Ell, por lo que las bacterias poseen diferentes componentes Ell. E. coli posee al
menos 15 diferentes complejos. EL complejo Ell especifico para glucosa, consiste de dos
proteinas distintas EIIASC y EIIBC®® (Figura 1), este Gltimo posee un dominio hidrofilico en

contacto con el citoplasma y uno hidrofdbico integral de membrana (Deutscher et al., 2006).

Citoplasma MienTeb::a
PEPX El X®X®X Glucosa
Piruvato E @ og -
Periplasma

Glucosa-6-P

Figura 1. Componentes del sistema PTS. Descripcion de la cascada de fosforilacidn para el transporte e internalizacion de

glucosa en E. coli (Modificado de Deutcher et al, 2006).



Los componentes de PTS estan codificados por el operdn ptsHicrr y ptsG. El primero codifica
para las dos proteinas comunes en PTS, El (pts/) y HPr (ptsH); y para el componente EIIAS®

(crr); mientras que el segundo codifica para el componente EIIBC®® (ptsG).

Este sistema desempeifia un papel importante de regulacién genética y enzimatica en cuanto
a la utilizacién de otros azucares (Plumbridge, 2002). En E. coli, la glucosa es la fuente de
carbono preferida, y mientras ésta se encuentre presente en cantidades suficientes en el
medio de cultivo, reprimira la sintesis de las enzimas necesarias para el transporte y
metabolismo de azlcares menos favorables energéticamente. Dicho fendmeno se conoce
como represion catabdlica, sin embargo el término puede ser ampliado al definir represién
catabodlica como el efecto inhibitorio que producen ciertas fuentes de carbono sobre las
expresidn genética y/o la actividad de las enzimas involucradas en el catabolismo de otras
fuentes de carbono (Deutscher et al., 2006).

Glc

En particular EII”", es responsable de numerosas funciones de regulacién, ya sea modulando

la actividad de la enzima Adenilato Ciclasa (Cya) o por exclusién del inductor.

En ausencia de glucosa ENIAS® se encuentra en su forma fosforilada, ésta activa a la enzima
Cya favoreciendo asi la sintesis de cAMP, este ultimo se une a la proteina CRP formando un
complejo que es responsable de regular una gran cantidad de genes catabdlicos. En
contraparte, si EIIA®® se encuentra desfosforilada evita la internalizacién o metabolismo de
otros azlcares inhibiendo la funcién de sus respectivos trasportadores o permeasas cuando
se une a estos. En consecuencia, las bacterias carecen del inductor para los operones
correspondientes, por lo que dicho fendmeno fue llamado exclusién del inductor (Deutscher

et al., 2006) (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos de represidn catabdlica. La figura muestra que cuando EIIA™™ no se encuentra fosforilado, este

bloquea la internalizacién de lactosa, uniéndose a su respectivo transportador (LacY). En la ausencia de glucosa, y presencia
de PEP, las proteinas de PTS se encuentran principalmente fosforiladas, por lo que el componente EIASC ~P activa a la
adenilato ciclasa (Cya), favoreciendo la sintesis de cCAMP, el cual se une a CRP, dicho complejo ejerce control transcripcional

sobre ciertos genes (Modificado de Deutcher et al, 2006).

Generacién y caracteristicas de las cepas PTS™ (PB11y PB12)

Con el fin de obtener cepas capaces de incrementar la disponibilidad de PEP intracelular y
redirigir el flujo de carbono hacia la produccidon de compuestos aromaticos, se generé a partir
de una cepa silvestre de E. coli (JM101) una cepa carente del sistema PTS: a la que se
denominé PB11 (u= 0.1 h). Esta no fue adecuada para los propésitos iniciales de
produccion de aromaticos debido a que su velocidad especifica de crecimiento( W)
disminuyd un 86% respecto a su cepa parental al crecerla en glucosa como Unica fuente de
carbono (Flores N et al., 1996). La nueva cepa (PB11) a su vez, se sometié a un proceso
de presidn selectiva por crecimiento rapido en glucosa, dicho proceso se llevé a cabo en dos
fases: Un cultivo en lote, seguido de un cultivo continuo. La cepa PB11 se crecié en un
reactor de 1 L con medio M9 con glucosa a2 g/ L durante 100 horas; lo que permitié la

seleccion de mutantes espontaneas, las cuales se sometieron posteriormente a un cultivo



continuo aumentando gradualmente la tasa de dilucién del quimiostatato de 0.4 h™ a
0.8 h*, durante este proceso se aislaron cepas con diferentes velocidades especificas de
crecimiento . De estas mutantes se obtuvo la cepa PB12 (u=0.42 h™) (Flores N et al., 1996) la
cual recuperd su velocidad especifica de crecimiento en un 60% respecto a la cepa silvestre.
A esta cepa se le realizaron varios estudios de caracterizacion debido a sus altos

rendimientos en la produccion de aromaticos (Baez et al., 2004).

Los estudios de caracterizacién de las cepas PTS muestran que la cepa PB12 utiliza una
permeasa de galactosa (GalP) para internalizar glucosa y una glucocinasa (Glk) para fosforilar
el carbohidrato una vez dentro de la célula. Adicionalmente, se demostré que ambos genes

se encuentran sobreexpresados en dicha cepa (Flores N et al., 2005).

Mediante un analisis de resonancia magnética nuclear utilizando glucosa marcada
radiactivamente, se demostrd que en la cepa PB12 existe un incremento en el flujo de
carbono hacia la via glicolitica y una disminucién en el flujo hacia la ruta de las pentosas
fosfato (Flores S et al, 2002). Por su parte, la cepa PB11 dirige mayor flujo hacia la ruta de

pentosas fosfato y ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA). Asimismo, el flujo de piruvato a

AcCoA se duplicé en ambas cepas PTS respecto a la cepa silvestre (Flores S et al, 2002).

Los analisis transcriptémicos por RT-PCR realizados al crecer las cepas PTS en glucosa como
Unica fuente de carbono muestran que la cepa PB12 presenta la mayor parte de los genes
glicoliticos sobreexpresados, a diferencia de la cepa parental JIM101 y PB11. Tal es el caso de
glk, pgi, gapA. Ademas, genes involucrados en la via gluconeogénica como acs, actP, sfcA,
ppsA, fbp, pfkB, etc., se sobreexpresan, tanto en PB11 como PB12, en comparacion con la
cepa silvestre. Esto sugiere que los metabolismos glicolitico y gluconeogénico coexisten en

las cepas PB11y PB12 (Flores N. et al., 2005).

En otro andlisis transcriptomico realizado a las cepas PTS, pero ahora al crecer en acetato

como Unica fuente de carbono, se observd que las cepas PB12 y PB11 expresan a un nivel
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menor ciertos genes gluconeogénicos (acs, actP, maeB y pckA) con respecto a la cepa
silvestre. Esto podria explicarse debido a que ambas derivadas PTS al crecer en acetato como
Unica fuente de carbono, presentan menores niveles de AMPc y se sabe que la expresion de
los genes actP, acs y maeB depende de la activacién del complejo CRP-AMPc. Dichos
resultados sugieren que la disminucién de la p de las cepas PB11 (u=0.21 h™) y PB12 (u=0.13
h™) respecto a la cepa silvestre (n=0.28 h™) al crecer en acetato como Unica fuente de
carbono, se debe a la menor expresién de estos genes (Sigala et al., 2009). Sin embargo, el
nivel de AMPc presente en la cepa PB11 parece ser suficiente para expresar los genes

gluconeogénicos y crecer mejor que PB12 en acetato (Sigala et al., 2009).

Debido a la eliminacion del componente ENASC del operdon PTS, el cual es el principal
responsable de la represién catabdlica por glucosa, las derivadas PTS pueden utilizar
simultdneamente fuentes de carbono secundarias en presencia de glucosa, como es el caso

de acetato en las cepas PB11 y PB12 (Flores N. et al., 2005; Sabido et al., 2013) y arabinosa,

gluconato y glicerol en la cepa PB12 (Martinez et al., 2008).

Los analisis de secuenciacién del genoma completo de la cepa PB12 muestran que posee 23
mutaciones puntuales no sinénimas y 16 mutaciones sinédnimas; ademas existe una delecién
cromosomal de 10, 328 pares de bases que comprende 12 genes contiguos (rppH, ygdT,

mutH, ygdQ, ygdR, tas, IplT, aas, omrA, omrB, ptsP y galR) (Aguilar et al., 2012).

Se ha propuesto que la razén de la recuperacién del crecimiento rapido en glucosa que
muestra la cepa PB12 respecto a su cepa parental PB11, se debe principalmente a la delecién
de los genes rppH, galR y mutH (localizados en el fragmento perdido) y probablemente a la

mutacion puntual en el gen arcB (Aguilar et al., 2012).

El gen galR codifica para la proteina represora del reguldon gal, donde se encuentra la
permeasa de galactosa (GalP), principal sistema de transporte de glucosa en las derivadas
PTS". Por tanto, la falta del represor favorece la expresion de GalP, lo que implica una mejor
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capacidad de transporte de dicho carbohidrato en la cepa PB12. Por otro lado, el gen mutH
codifica para una endonucleasa que forma parte del complejo MutHLS el cual es un sistema
de reparacion “mismatch” del ADN; su ausencia es probablemente responsable de una alta
tasa de mutagénesis, por lo que la falta de este gen pudo generar varias mutaciones que
resultaran en la seleccién de cepas con un mejor crecimiento en glucosa como lo es la PB12.
Finalmente, el gen rppH codifica para una pirofosfohidrolasa que inicia la degradacién de los
ARNm hidrolizando su extremo 5’-trifosfato, prepardndolos para su posterior degradacién
por la RNAsa E. Esto provoca un aumento en los niveles de transcritos consecuencia del
incremento de la vida media de los ARNm’s, resultando en un mejoramiento de los flujos
glicolitico y de TCA, asi como una mejor capacidad respiratoria con respecto a la cepa

parental (Aguilaretal., 2012).

En cuanto al gen arcB, que codifica para la proteina sensora cinasa del sistema de dos
componentes ArcA/B, se propone que la mutacién ocurrida disminuye su actividad
defosforilante sobre ArcA-P, por lo tanto existe un incremento en la actividad represora de
dicha proteina sobre los genes que regula, los cuales estan relacionados a metabolismo
respiratorio, reduciendo los niveles de transcripcion de este grupo de genes asi como la carga
metabdlica que esto implica en la cepa PB12, favoreciendo el crecimiento de esta derivada

(Aguilar et al., 2012).

Caracterizacion de las cepas PTS- bloqueadas en la interconversién de PEP-PYR durante la

coutilizacién de glucosa y acetato

El nodo PEP-PYR-OAA es un blanco de importancia para aplicar estrategias de IVM, ya que
éste representa la conexion entre glicdlisis, gluconeogénesis y TCA. Este comprende una serie
de reacciones (Figura 3) que sirven como punto de control para la distribucién de flujo de
carbono en el metabolismo central (Sauer y Eikmanns, 2005). Por tanto, con el objetivo de
comprender los cambios en la fisiologia celular en respuesta a inactivaciones en dicho nodo,
se han generado diversas mutantes afectadas en genes implicados ya sea en el metabolismo

glicolitico (pykA, pykF y ppc) o en el metabolismo gluconeogénico (pckA, ppsA, maeB y sfcA).



Estos analisis investigan los efectos provocados en el metabolismo glicolitico o los efectos
generados en el ciclo de TCA de manera independiente durante el crecimiento en una sola
fuente de carbono. En consecuencia en el trabajo de Sabido-Ramos y colaboradores (2013)
se propuso un estudio donde se evalud la viabilidad del funcionamiento de los metabolismos
glicolitico y gluconeogénico en cepas PTS (PB11 Y PB12) que presentan un bloqueo en la
interconversiéon de PEP-PYR tras realizar deleciones en los genes pykA, pykF y ppsA. En dicho
trabajo se estudiaron los efectos fisioldgicos que ocurren en respuesta a dichas

modificaciones, analizando las vias y genes involucrados en el consumo de glucosa y acetato.

SA
ppe PEP =~ #» PTS
pckA PYKAF
Piruvato poxB
Py aceE
. aceF IpdA
sfcA
maeB Oxalacetato
gitA

mdh

Figura 3. Representacion de las vias metabdlicas involucradas en el nodo PEP-PYR-OAA.

Los estudios de caracterizacién realizados por Sabido-Ramos (2013) mostraron que la cepa
PB11 pykAF ppsA fue incapaz de crecer en glucosa o acetato como unica fuente de carbono.
En relacion al crecimiento en glucosa se propone que la enzima Ppc (PEP carboxilasa) no
dirige suficiente flujo de PEP a OAA, el cual no puede condensarse con AcCoA. Este
ultimo metabolito también estaria limitado, pues no existiria flujo de PYR a AcCoA y en
consecuencia el ciclo de TCA estaria disminuido o nulificado. Por otro lado, la incapacidad de
crecer en acetato se debe probablemente a los bajos niveles de PEP. El cual no se estaria

generando a través de PpsA, que en conjunto con las enzimas malicas conforman la principal



via gluconeogénica. Esto aunado a la incapacidad de PckA de producir dicho metabolito a

partir de OAA.

El analisis de transcripcidon por RT-qPCR de la cepa PB11 pykAF ppsA~ en comparacion a su
cepa parental PB11, evidencié una disminucién en los niveles transcripcionales de genes
glicoliticos como pfkB, fbaB, gapC-2, pgk, asi como los genes del complejo de la Piruvato
deshidrogenasa (pdh). Esto correlaciona con una disminucidn en la tasa de consumo de
glucosa de la cepa mutante respecto a la cepa parental. En relacion al metabolismo de
acetato, los perfiles transcriptémicos seialaron que genes gluconeogénicos como actP, acs,
maeB, sfcA 'y pckA y genes del shunt de glioxalato: aceA, aceB y aceK presentan niveles de
expresion menor. De igual manera la mayoria de los genes de TCA disminuyeron su nivel de
expresion en esta cepa, esto como consecuencia de una expresiéon menor del gen crp que
actua como regulador positivo de estos genes través del complejo CRP-AMPc, impidiendo la

activacion de los mismos.

En cuanto a la cepa PB12 pykAF ppsA  se refiere, ésta fue capaz de crecer en glucosa o
acetato como unicos sustratos. El aumento en la capacidad de consumo de glucosa que
muestra la cepa PB12 en comparacion a PB11 ayuda a elucidar el por qué las inactivaciones
en los genes pykAF-ppsA no afectd el crecimiento de esta mutante con respecto a su cepa
parental PB12 al crecerla en este carbohidrato. Los datos sugieren que la enzima Ppc se
encuentra activa y es necesaria para el crecimiento de la mutante, mientras que el shunt de
glioxalato y las enzimas madlicas son relevantes para producir PYR. Finalmente el AcCoA
estaria siendo generado a través de la ruta PoxB-AckA-Pta-Acs. Respecto al uso de
acetato como Unica fuente de carbono, la inactivacidn de pykAF vy ppsA no afecta su U en
comparacion con la cepa parental (u =0.15 h™'). Se propone que la eliminacién de la actividad
de las piruvato cinasas, elimind un ciclo futil de carbono detectado previamente en la cepa
parental PB12 al crecerse en acetato, resultando en una mejor adaptacién en este sustrato.
Ademads, el PEP necesario para el crecimiento se estaria generando a partir de Ia

descarboxilacion del OAA a través de la enzima PckA.
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En los andlisis de los niveles de expresion por RT-gqPCR realizados a la cepa PB12 pykAF
ppsA” respecto a la cepa PB12, se observé que la expresion del gen ppc se mantuvo sin
cambios en la cepa mutante en comparacidn con su cepa parental, sugiriendo que Ppc aln
conecta glicélisis y TCA. Por otra parte, existe una sobreexpresion de los genes del operén
aceBAK, glcB, poxB y sfcA. La sobreexpresion del shunt de glioxalato y de la enzima
malica sfcA sugiere un redireccionamiento del flujo de carbono hacia la sintesis de PYR, el
cual es drenado por PoxB que genera acetato y posteriormente AcCoA. Por ultimo, el nivel de
transcrito de pckA no cambia en la mutante respecto a la PB12, por lo tanto es probable que

exista flujo de carbono entre glicdlisis y TCA.

Adicionalmente para comprobar si existia un incremento en la disponibilidad de PEP en las
derivadas ptsHicrr pykAF ppsA se evalud su capacidad para producir aromaticos en la mezcla
glucosa — acetato. Para ello se integré una enzima evolucionada corismato mutasa prefenato
deshidratasa resistente a inhibicidon alostérica, interrumpiendo a la vez el gen tyrR (regulador
dual involucrado en la represion genes presentes en la via comun de sintesis de aromaticos y

tirosina).

Las cepas resultantes fueron transformadas con un plasmido que contiene el gen aroG"",
gue codifica para una versién insensible a inhibicién alostérica de la DAHP sintasa, primera
enzima de la via de sintesis de aromaticos y el gen tktA, que codifica para una transaldolasa
gue participa en la via de las pentosas fosfato, con la finalidad de evitar una limitacion por
eritrosa-4-fosfato (E4P) (Balderas- Hernandez et al., 2009). Los resultados indicaron que la
mejor cepa fue la PB12 pykAF ppsA™ tyrR pheA®* /p]LBaroG™ tktA, la cual incrementd su
rendimiento total de aromaticos 4 veces comparada con su control (PB12), representando un

65% con respecto al maximo rendimiento total y alcanzando un titulo de aromaticos de 8 g/L.
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Polihidroxialcanoatos (PHA’S)

Estructura

Los PHA’s son polimeros lineales compuestos de (R)-3-hidroxidcidos en los cuales el grupo
carboxilo de un monémero forma un enlace tipo éster con el grupo hidroxilo del monédmero
siguiente (Figura 4). El grupo R puede variar desde un grupo metil (C1) hasta un tridecil (C13).
Otros hidroxidcidos pueden ser incorporados, como lo son hidroxialcanoatos halogenados o

aromaticos (Thakor et al., 2006).

R 0

{n— CH — (CHz)p—C 3_
100-30000

Figura 4. Estructura quimica de los PHA’s (Tomado de L.R. Castilho et al., 2009).

Los PHA’s son producidos por diversos géneros de eubacteriasy archea (Li R et al., 2007 [b];
Zinn et al., 2001). Este biopolimero es utilizado como material de reserva nutricional
(fuente de carbono) y energética (fuente de equivalentes de reduccion), llegando a
representar mas del 90% del peso seco celular (Anderson y Dawes, 1990; Madison y
Huisman, 1999). En la mayoria de los casos, su biosintesis tiene lugar en condiciones de
desbalance nutricional o estrés ambiental, aunado a un exceso de fuente de carbono (Senior
y Dawes, 1973). Cuando el nutriente limitante es restablecido o desaparece Ia
condicidon de estrés, el PHA puede ser degradado por depolimerasas intracelulares vy
subsecuentemente los mondmeros pueden metabolizarse como fuente de carbono y energia

(Zinn et al., 2001).

Dichos biopolimeros se almacenan en forma de granulos localizados en el citoplasma
(Khanna vy Srivastava, 2005). La estructura, propiedades fisicoquimicas, composicion
monomeérica y el nUmero y tamano de granulos varian dependiendo del organismo productor

(Suriyamongkol et al., 2007).
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Clasificacioén

Estructuralmente los PHA pueden dividirse de acuerdo al nimero de carbonos y el tipo de
unidades presentes en cada mondmero (Keshavarz y Roy, 2010). Por su numero de carbonos
se clasifican en:

e PHA'’S de cadena corta (SCL) que tienen de 3 a 5 dtomos de carbono; estos poseen
propiedades cercanas a los pldsticos convencionales y algunos ejemplos son Poli(3-
hidroxibutirato) (P3HB) y Poli(4-hidroxibutirato) (P4HB).

e PHA'’S de cadena media (MCL), cuyos mondmeros tiene de 6 a 14 4tomos de carbono.
Entre estos se encuentran el poli(3-hidroxihexanoato) (PHH) vy poli(3-

hidroxioctanoato) (PHO).

También pueden existir copolimeros formados por la polimerizacién de mas de un tipo de
mondmero, estos pueden contener 3-hidroxibutirato (HB), 3-hidroxivalerato (HV), 3-
hidroxihexanoato (HH) o 4-hidroxibutirato (4HB). La mayoria de los microrganismos
sintetizan SCL-PHA’S formados principalmente por unidades de 3HB o MCL-PHA’S formados
por unidades de 3-hidroxiocatanoato (HO) y 3-hidroxidecanoato (HD). Dada la amplia
variedad de microrganismos productores, se han identificado aproximadamente 150

constituyentes diferentes de los PHA’s (Suriyamongkol et al., 2007).

Propiedades

Las propiedades de los PHA’s varian considerablemente segun el tipo y contenido de
mondmeros presentes en el biopolimero. Algunas propiedades de diferentes PHA's se

enlistan en la siguiente tabla:
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Tabla 1. Propiedades generales de diferentes PHA’s.

Temperatura de Elongacion al
Modulo de Young
Polimero fusion quiebre
(Gpa)

(°c) (%)

P(3HB) 175 - 180 3.5-4 3-8
P(3HB-co-3HV) 20% mol HV 145 1.2 50-100

P(3HB-co-4HV) 10% mol HV 159 n.a. 242
P(3HO) 61 n.a. 300 — 450

Fuente: (Castilho et al., 2009)

El Poli-3-hidroxibutirato tiene un elevado potencial para remplazar la produccidn de plasticos
a base de petroquimicos debido a que es biodegradable, biocompatible y la materia prima
para su produccion proviene de recursos renovables. Este biopolimero es inerte, insoluble en
agua, no se ve afectado por la humedad y es indefinidamente estable en el aire (Ojumu et al,,
2004). Sin embargo, estos pueden ser degradados a diéxido de carbono y agua en sistemas
aerobios o metano en sistemas anaerobios (Castilho et al., 2009). El tiempo de degradacion
puede variar desde unos meses hasta afos, lo cual dependerda de su cristalinidad,
composicidon y accesibilidad de las enzimas depolimerizantes de los microorganismos. Asi
mismo, depende de las condiciones ambientales tales como temperatura, nivel de humedad,
pH y disponibilidad de nutrientes (Madison y Huisman, 1999; Castilho et al., 2009;

Suriyamongkol et al., 2007).

Poli-3-hidroxibutirato (P3HB)

El primer tipo de PHA descrito fue el P3HB poli(B-hidroxibutirato) o poli(3-
hidroxibutirato). Maurice Lemoigne, director del Laboratorio de Fermentacién del Instituto
Pasteur (Lille, Francia), aislé y caracterizd por primera vez entre 1923 y 1927 las inclusiones

de P3HB presentes en Bacillus megaterium (Suriyamongkol et al., 2007).

Dentro de la célula, el P3HB se encuentra en un estado semiliquido amorfo. Después

de ser extraido utilizando solventes organicos, el polimero adquiere un aspecto cristalino,
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rigido y algo quebradizo, teniendo pobres cualidades elasticas (Madison y Huisman, 1999;

Agus et al., 2006).

El poli-3-hidroxibutirato pertenece al grupo de los polimeros de cadena corta. Entre sus
caracteristicas se destaca su regular cristalinidad (70%), lo que lo vuelve duro y quebradizo.
Es importante mencionar que sus propiedades fisicas estan fuertemente influenciadas por el
peso molecular del mismo, en general éstas son similares a las del polipropileno (Tabla 2).
Ademas destaca su biodegradabilidad sin producir desechos téxicos y su biocompatibilidad

(Madison y Huisman, 1999; Ahmann y Dorgan, 2007).

Tabla 2. Propiedades de los PHA’s comparadas con Polipropileno

Parametro P3HB P(HB-co-HV) Polipropileno

Tm* (°C) 179 150 170
Tg** (°C) 2 -2 -10
Cristalinidad (%) 70 56 60

Los polimeros son P3HB [poli(3-hidroxibutirato)] y P(HB-co-HV) poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato). Fuente: (Thakor

et al., 2006). * Temperatura de fusion ** Temperatura de transicion vitrea.

El P3HB tiene diversas aplicaciones, en la industria del embalaje para la fabricaciéon de
empagques. En el area médica como material para implantes y matriz para la liberacion de
farmacos. Por otro lado, el P3HB hidrolizado en su forma de metil-éster puede mezclarse un
10% con el etanol para aumentar su poder calorifico. Mientras que en la industria quimica
sus mondmeros se pueden utilizar como precursores para la sintesis de antibidticos y otros

productos (Khanna y Srivastava, 2005; Chen GQ, 2009).

Biosintesis y regulacion de P3HB en Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii es una bacteria Gram negativa, aerobia obligada, presente en el suelo
capaz de fijar nitrégeno. Dicha bacteria experimenta un proceso de diferenciacién

morfoldégica para formar quistes resistentes a la desecacién y producir un poliéster
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intracelular denominado Poli-3-hidroxibutirato (Segura y Espin, 1998). La biosintesis de P3HB
en especies de Azotobacter comienza con la condensacién de dos moléculas de AcCoA para
formar acetoacetil-CoA, reaccidn catalizada por una -cetotiolasa; después una Acetoacetil-
CoA reductasa dependiente de NADPH reduce el Acetoacetil-CoA a B-hidroxibutiril-CoA, el
cual es polimerizado por una P3HB sintasa para generar el poliéster Poli-3-hidroxibutirato

(Manchak y Page, 1994; Segura et al., 2000).

Los genes que codifican para las enzimas involucradas en la via de sintesis de P3HB estdn
organizados en el operdn phbBAC que incluye: la B-cetotiolasa (phbA), la Acetoacetil-CoA

reductasa (phbB) y una PHB sintasa (phbC) (Peralta-Gil et al., 2002).

La biosintesis de P3HB en Azotobacter se encuentra regulada transcripcional y post-
traduccionalmente. La regulacion se ve reflejada principalmente a nivel enzimatico, en donde
se presenta un control alostérico por la enzima -cetotoliasa. Durante el crecimiento bajo
condiciones no limitantes, el AcCoA se dirige principalmente al ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA) generando altas concentraciones de Coenzima A (CoASH), la cual inhibe
la actividad de la B-cetotiolasa y por consiguiente la biosintesis del polimero. Esta inhibicion
se elimina cuando la bacteria se encuentra en condiciones de limitacién de oxigeno y en
presencia de un exceso de fuente de carbono, ya que existe un incremento en los niveles de
NAD(P)H que inhiben la actividad de las enzimas citrato sintasa e isocitrato deshidrogenasa,
lo que provoca una disminucién en el flujo de carbono hacia TCA y por tanto un aumento en
la relacidn Acetil-CoA/CoASH que permite dar inicio a la sintesis de P3HB (Senior y Dawes,

1973; Manchak y Page, 1994).

Ademas del control alostérico antes mencionado, otros sistemas de regulacién estan
involucrados. La transcripcion del operdn phbBAC es iniciada por dos promotores
sobrelapados pB1 y pB2. La proteina PhbR activa la transcripcién del operén a través del
promotor pB1. Mientras que la transcripcién usando el promotor pB2 es dependiente del

factor RpoS. Incluso la transcripcidon misma de phbR inicia de dos promotores pR1 y pR2, este
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ultimo dependiente de RpoS también. Por tanto se ha propuesto el siguiente modelo de
regulacion: durante el crecimiento exponencial existe una baja transcripcién del operdn
phbBAC debido a la ausencia de RpoS, que interacciona directamente con el operdn, y por las
bajas concentraciones del activador PhbR, cuya transcripcion también depende parcialmente
de este factor sigma. Una vez en fase estacionaria, el incremento en los niveles de RpoS y por
lo tanto en los niveles de P3HBR estimulan la transcripcién del operén phbBAC (Figura 5)

(Peralta-Gil M et al., 2002; Galindo et al., 2007).

L4
phbR

CoA-SH
@J phor DD
—__

Acetil-CoA

Figura 5. Organizacidn y modelo de regulacion del operdn phbBAC de A. vinelandii. Las flechas verdes indican regulaciéon
positiva, las flechas rojas representan regulacién negativa, mientras que las lineas punteadas significan mecanismos de

regulacion desconocidos (Modificado de Galindo et al., 2007).

Produccion de PHA'’s por fermentacion bacteriana

Entre los mas de 300 microorganismos que se conoce sintetizan PHA’s, solo unos cuantos
han sido empleados para la produccién. Estos incluyen a Alcaligenes eutrophus (Cupriavidus
necator) Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii, Pseudomonas oleovorans y algunos
metilotrofos. Estos han sido seleccionados, principalmente, porque pueden cultivarse a altas
densidades celulares con un alto porcentaje de acumulacién en periodos de tiempo

relativamente cortos (Lee SY, 1996; Madison y Huisman, 1999; Thakor et al., 2006).

Las bacterias usadas para la produccién de PHA’s pueden dividirse en dos grupos de acuerdo

a las condiciones de cultivo necesarias para iniciar su biosintesis:
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e El primer grupo requiere la limitacidn de algun nutriente, como lo son N, P, K, O, Mg o
S para la biosintesis eficiente del PHA en presencia de un exceso de fuente de
carbono. Algunos ejemplos son Cupriavidus necator y P. oleovorans.

e El segundo grupo no requiere la limitaciéon de algun nutriente y pueden acumular
polimero durante el crecimiento, entre éstos se encuentra A. latus, A. vinelandii
UWD A. vinelandii OP, A. vinelandii OPN, A. vinelandii OPNA y algunas cepas
recombinantes de E. coli. (Manchak y William, 1994; Lee SY, 1996; Wang y Lee,
1997[a]; Khanna y Srivastava, 2005; Garcia et al., 2014).

La estrategia de fermentacién mas utilizada para la produccion de PHA’s es el cultivo en lote
alimentado (Fed-Batch). Para el caso de las bacterias pertenecientes al primer grupo, a
menudo se realiza un cultivo en dos etapas; una primera fase de generacién de biomasa
donde no existe limitacion de nutrientes y una segunda fase donde se realiza la limitacién
para permitir una sintesis eficiente del polimero. La concentracién celular a la cual se lleva a
cabo la limitacidn es fundamental para lograr una acumulacion adecuada, ya que si ésta se
lleva a cabo demasiado tarde, pese a que la concentracidon celular sea alta, el porcentaje de
acumulacién puede ser bajo, por tanto la concentracion final del biopolimero sera baja. Por
otro lado si ésta se aplica muy “temprano” puede existir una baja concentracidn celular que,
pese a que el porcentaje de acumulacion sea alto, la concentracion del biopolimero se vera

disminuida debido a la poca concentracion celular (Lee SY, 1996; Keshavarz y Roy, 2010).

Referente a las bacterias pertenecientes al segundo grupo, el elemento mas importante a
considerar para lograr un proceso adecuado para la biosintesis de PHA’s es la composicidon
del medio de alimentacion y la forma en que éste se adicionara al cultivo. Fuentes complejas
de nitrégeno pueden afadirse para incrementar la concentracion celular asi como la
acumulacién del biopolimero. Es esencial tener en cuenta que el crecimiento y la
acumulacién deben estar balanceados para evitar una incompleta acumulacién o una

finalizacidon prematura del cultivo con una baja densidad celular (Lee SY, 1996).
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Ingenieria de vias metabdlicas para la producciéon de P3HB en E. coli

Cepas de E. coli se han considerado fuertes candidatas para la producciéon de P3HB debido a
que poseen varias ventajas sobre los productores naturales, entre ellas: i) que su fisiologia,
bioquimica y genética estén bien estudiados; ii) la existencia de diferentes plasmidos y
mutantes disponibles para la manipulacién genética; iii) las estrategias de cultivos de alta
densidad y metodologias recombinantes estan bien establecidos; iv) su rapido crecimiento en
diversos medios de cultivo y el uso de diferentes fuentes de carbono; v) se facilita el proceso
de purificacion y vi) debido a que naturalmente no producen P3HB, no contienen vias de
degradacion del mismo (Lee et al., 1994; Madison y Huisman, 1999; Jung IL et al., 2005;
Khanna y Srivastava, 2005; Tyo et al.,2010).

La primera via metabdlica para la produccion de SCL-PHA’s en E. coli se establecié clonando y
expresando el operén phb. Algunos microorganismos utilizados como donadores de los
genes necesarios para la biosintesis de P3HB incluyen a Cupriavidus necator (Kim et al.,
1992), Alcaligenes latus (Choi et al., 1998), Streptomyces aureofaciens (Mahishi et al., 2003),
Azotobacter sp. FA8 (Nikel et al., 2005) y Cupriavidus taiwanensis (Chien et al., 2010) por

mencionar algunos.

La biosintesis de P3HB en E. coli no requiere la limitacidon de un nutriente en especifico, pero
si es dependiente en gran medida de la cantidad disponible de AcCoA, metabolito esencial
para el crecimiento y precursor para iniciar la formacion del biopolimero. Algunas estrategias
utilizadas para manipular la poza de dicho metabolito incluyen la eliminacién de algunas vias
gue compiten por éste de manera directa o indirecta, como lo es la conformada por los
genes pta-ackA (Miyake et al., 2000) o poxB (Kang et al., 2010), ambas vias se utilizan para la

generacioén de acetato.

Por otro lado el cofactor NADPH es crucial para la biosintesis de P3HB, ya que esta via es
dependiente del mismo. Entre las estrategias implementadas para suplir eficientemente este

cofactor, estan la adicién de aminoacidos o acido oleico cuando la fermentacion se lleva a
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cabo en un medio de cultivo definido, ya que la biosintesis de éstos consume “altas
cantidades de NADPH (Lee SY et al., 1995). En E. coli el NADPH puede ser generado por la via
de las Pentosas Fosfato en las reacciones catalizadas por la Glucosa-6P-deshidrogenasa,
codificada por el gen zwf y 6-Fosfogluconato deshidrogenasa, codificada por el gen gnd. Se
ha estudiado que la sobrexpresion de estos genes, promueve la produccién de P3HB (Lim et
al., 2002). Por otro lado, la sobrexpresién de la transcetolasa (codificada por tktA) y la
transaldolasa (talA), presentes en la via no oxidativa de las PP, favorece el incremento en la
acumulacién del biopolimero (Jung YM et al., 2004; Song et al., 2006). Finalmente se ha
observado que la sobrexpresion de la NAD cinasa (yfjB), la cual cataliza la fosforilacién de
NAD a NADP (Li ZJ et al., 2009), asi como la sobrexpresion de la transhidrogenasa (udhA) que
cataliza transferencia reversible entre NAD y NADP (Sanchez et al., 2010), favorecen el

incremento en la formacion de P3HB.

Recientemente en nuestro grupo de trabajo, en el estudio realizado por Centeno-Leija, 2014,
se generd una cepa de E. coli donde se mejoraron los niveles intracelulares de NADPH vy la
disponibilidad de AcCoA para incrementar la produccién de P3HB. Esta cepa produce NADPH
en la via de Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) a través de la sobreexpresion de una enzima
gliceraldehido-3-fosfato  deshidrogenasa dependiente de NADP® perteneciente a
Streptococcus mutans. A la par, se elimind la via de sintesis de acido acético (ackA-pta). Se
observé que el rendimiento de sintesis relativo al maximo tedrico (gpsns /g8cLc) aumentd
cerca del 63% con respecto a la cepa silvestre logrando que la célula acumulara hasta el

84% de su peso seco como polimero (gp3ns/Ebcw)-
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Justificacion

Ha sido reportado que la coutilizacion de fuentes de carbono es una estrategia util para
mejorar la biosintesis de metabolitos de interés. Por tal motivo, cepas de E. coli carentes del
sistema PTS, que no presentan represion catabdlica por glucosa, permitiran evaluar el efecto
del consumo simultaneo de sustratos sobre la produccidon de P3HB. El cual es un polimero
biodegradable, biocompatible, con potencial para sustituir a los petroplasticos. Por otro lado,
el nodo PEP-PYR-OAA es clave en la distribucion del flujo de carbono hacia las diferentes
rutas del metabolismo central, convirtiéndolo en un punto estratégico para realizar
ingenieria de vias metabdlicas con el fin de mejorar los procesos de produccidon
biotecnoldgicos. Por tanto, cepas que tienen modificaciones genéticas a nivel de este nodo,
pueden ser una plataforma util para la produccién de este biopolimero durante la
coutilizacién de glucosa y acetato. Esto, partiendo de la idea de que el AcCoA derivado del
metabolismo del acetato, se utilice en su mayor parte para la formacién del biopolimero.
Mientras que la glucosa se metabolice principalmente por la via de las pentosas fosfato para

obtener el NADPH usado para la biosintesis de P3HB.
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Hinotesis

Cepas de E. coli PTS (PB11y PB12) pykAF ppsA que sobreexpresan el operdon phbBAC de A.
vinelandii, incrementaran el flujo de carbono hacia la sintesis de P3HB durante la
coutilizacién de glucosa y acetato respecto a sus cepas parentales que no poseen dichas
modificaciones. Al tener un bloqueo en la interconversiéon de PEP-PYR se espera que el
AcCoA derivado del metabolismo del acetato se utilice en su mayor parte para la formacién
del biopolimero. Mientras que la glucosa, potencialmente se utilizarad para obtener el NADPH

requerido para la biosintesis de P3HB. (Figura 6).

Glucosa NaoPH
Glucoléa-éaP —L —> 6P-Gluconato

® NADPH
Fructosa-6P Ribulosa-5P
\)
$
Glicer'aldfhido-BP Eritrosa-4P
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Acetil-CoA & |
Oxalacetato phbA Acetoacetil-CoA
Citrato phbB
g \ T~
Malato«———— GOX Isocitrato 3-H|drox1bw
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Succinato NADPH PHB
M~ a-cetoglutarato

Figura 6. Metabolismo central de carbono de las cepas de E. coli PTS pykAF ppsA’y via heteréloga de biosintesis de P3HB de

A. vinelandii expresada en plasmido.
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Objetivo general

Evaluar la capacidad de cepas de E. coli PTS que presentan un bloqueo en la interconversion

de PEP-PYR y que sobreexpresan los genes phbBAC de A. vinelandii., sobre su capacidad de

producir P3HB durante la coutilizacién de glucosa y acetato como fuentes de carbono.

Obijetivos especificos

a) Analizar el efecto de la coutilizacidn de sustratos en cultivos en dos etapas de las

cepas PB11y PB12 y sus respectivas derivadas:

e La primera etapa (generacién de biomasa) en medio minimo M9 con
glucosa y acetato como fuentes de carbono, sin inducir la expresion de los

genes de sintesis de P3HB.

e La segunda etapa (produccién) con tres variantes e induciendo la
expresidon de los genes de sintesis de P3HB:

i) medio minimo M9 con glucosa y acetato como fuentes de carbono

ii) medio minimo M9 con glucosa como Unica fuente de carbono

iii) medio minimo M9 con acetato como Unica fuente de carbono

b) Evaluar la capacidad de produccién de P3HB de las cepas PB11 y PB12 y sus

respectivas derivadas determinando:
e Porcentaje de acumulacion del polimero

e Consumo de sustratos

e Titulo de P3HB obtenido en los cultivos.
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Materiales y métodos

En la tabla 3 se presentan las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo y en la tabla 4 se

muestran los vectores.

Tabla 3. Cepas bacterianas utilizadas en este estudio.

Cepa Genotipo Fuente
Flores et al.
PB11 JM101 A(ptsH, ptsl, crr)::kan
1996
PB11/pTrc99A PB11 + pTrc99A Este trabajo
PB11/pPHB,y PB11+ pPHB,, Este trabajo
Sabido-Ramos,
PB11 ApykAF PB11 pykA::LoxP, pykF::LoxP Tesis de
doctorado
PB11 ApykAF/ pPHB,y PB11 ApykAF + pPHB,, Este trabajo
Sabido et al.
PB11 ApykAF AppsA PB11 pykA::LoxP, pykF::LoxP, ppsA::frt-cat-frt
2013 [b]
PB11 ApykAF AppsA/
PB11 ApykAF AppsA + pPHB,, Este trabajo
PPHB,y
PB11 evolucionada con 23 mutaciones puntuales no sinénimas Flores et al.
16 mutaciones puntuales sindnimas y una delecién 1996
PB12
cromosomal Aguilar et al.
de 10328 pb 2012
PB12/pTrc99A PB12 + pTrc99A Este trabajo
PB12/ pPHB,, PB12 + pPHB,, Este trabajo
Sabido — Ramos
PB12 ApykAF PB12 pykA::LoxP, pykF::LoxP Tesis de
doctorado
PB12 ApykAF/ pPHB,y PB12 ApykAF + pPHB,, Este trabajo
Sabido et al.
PB12 ApykAF AppsA PB12 pykA::Lox P, pykF::LoxP, ppsA::frt-cat-frt + pPHB,,
2013 [b]
PB12 ApykAF AppsA/
PB12 ApykAF AppsA + pPHB,, Este trabajo
PPHBAy
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Tabla 4. Vectores utilizados en este estudio.

Vector Caracteristica Fuente

pPHB,, Derivado del pTrc99A + operdn phbBAC, vineiangii  CeNteno-Leija, 2014

Derivado del pKK233-2 Promotor Trc + AmpR
pTrc99A Pharmacia Biotech
Inducible por IPTG

Trasformacion de E. coli por electroporacion

A partir de las cepas conservadas en glicerol a -72°C, se colocé una azada en 3mL de medio
LB con Kanamicina (Km) [30 pg/ml]. Después de un periodo de incubacién de 10 a 12 horas
aproximadamente, se transfirieron 500 pl de cultivo a 50 ml de medio YENB con Km [15
ug/ml]. Una vez que las células alcanzaron una DOggonm de 0.6 se pusieron en hielo por 15
minutos. Posteriormente se centrifugaron a 4000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se retird el
sobrenadante y el pellet se lavd tres veces con agua fria, centrifugando a 4000 rpm por 10

minutos a 4°C por cada lavado. Al final, el pellet obtenido se resuspendid en agua.

Las células electrocompetentes se colocaron en celdas para electroporar, enfriadas
previmiamente en hielo, 50 ul de células y 2 pl de plasmido. Se usé un electroporador marca
eppendorf 2510. Las condiciones de operacidn fueron:

Voltaje = 2.5 kV

Capacitancia = 25 pF

Resistencia =200 Q

Duracién del pulso = 4-5 ms

Las células se dejaron recuperar una hora en medio YT2X. Posteriormente se sembraron en
cajas de LB-agar con Carbenicilina (Cb) [50 pg/ml] y Km [30ug/ml]. Una vez obtenidas
colonias en las cajas de LB-agar se seleccionaron aquellas que estuvieran mas aisladas y
presentaran una morfologia tipica de E. coli. Dichas colonias se resembraron en LB liquido
con Cb [100 pg/ml] y Km [30 ug/ml], a partir de este cultivo se conservaron las células en

glicerol a -72°C, para realizar la caracterizacién de las cepas.
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Condiciones de cultivo

Los cultivos se realizaron a 37°C y 300 rpm en matraces bafleados de 250 ml, con un volumen
de trabajo de 50 ml de medio M9 con sus respectivas fuentes de carbono segun el

experimento a realizar.
Estrategia de cultivo

Pre-indculos:

A partir de las cepas conservadas en glicerol a -72°C, se colocé una azada en 3mL de medio
LB con su respectivo antibidtico de seleccidén. Después de un periodo de incubacién de 10 a
12 horas aproximadamente, se transfirieron las células a 50 ml de medio M9 con glucosa
[4g/l] y acetato de sodio [6g/l] en matraces bafleados de 250 ml. Los cultivos se
monitorearon midiendo la densidad Optica por espectrofotometria, con un
espectrofotémetro marca Beckman DU-70, hasta alcanzar la fase estacionaria. A su vez, se
monitored el consumo de sustratos cuantificando la concentracidon de glucosa y acetato

presentes en el medio de cultivo.

Una vez analizadas las graficas de todas las cepas, se decidié tomar el inéculo para iniciar la
etapa de generacion de biomasa en el tiempo en que cada cepa estuviera en fase
exponencial de crecimiento y se observara una coutilizacién de ambos sustratos, esto con la

finalidad de que las células se encuentren en un mismo estado fisioldgico (Tabla 5).

Tabla 5. Horas de cultivo en la adaptacion de las cepas PB11. PB12 y derivadas.

CEPA TIEMPO (h)
PB11/pPHB,, 12a14
PB11ApykAF/pPHB,y, 16a20
PB11ApykAFppsA/ pPHBAy 16 a 20
PB12ApykAF/pPHB,, 10a 12
PB12ApykAFppsA/ pPHB,y 10a12
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Fase de generacion de biomasa:

Las cepas se inocularon en matraces bafleados de 250 ml conteniendo 50 ml de medio
minimo M9 con glucosa [4g/l] y acetato de sodio [6g/I] para iniciar la fase de generacidon de
biomasa a 0.1 DOggonm- Se caracterizé de la cinética de crecimiento de cada cepa midiendo la
densidad dptica usando un espectrofotémetro Beckman DU-70. Asi mismo, se cuantifico la
concentracion de glucosa y acetato presentes en el medio de cultivo durante la

fermentacion.

Tabla 6. Hora de cultivo en la que se agreg6 IPTG a las cepas PB11, PB12 y derivadas.

CEPA TIEMPO (h)
PB11/pPHB,y 18
PB11ApykAF/pPHB,y 24
PB11ApykAFppsA/ pPHBAy 20
PB12ApykAF/pPHB,, 8
PB12ApykAFppsA/ pPHBAy 6

Fase de produccion de P3HB:

Resultado de la caracterizacién de las cinéticas de crecimiento (etapa de generacion de
biomasa) de cada cepa, se realizdé la induccion de los genes de biosintesis de P3HB
adicionando al medio 0.1ImM de IPTG (Tabla 6). Pasadas cuatro horas después de la
induccién, las cepas fueron re-inoculadas centrifugando (4000 rpm, 10 minutos vy
temperatura ambiente) la cantidad total del cultivo y resuspendiéndolas en 50 ml del medio

respectivo:

i) medio minimo M9 con glucosa [4g/l] y acetato de sodio [6g/]],
ii) medio minimo M9 con glucosa [4g/lJcomo Unica fuente de carbono

iii) medio minimo M9 con acetato de sodio [6g/l] como punica fuente de carbono

adicionando nuevamente 0.1mM de IPTG. De igual forma se monitored la concentracién de
sustratos a lo largo del cultivo. Debido a que las células aumentan su densidad 6ptica por

crecimiento o por acumulacién del biopolimero, una vez que no se observaba aumento en
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dicho parametro, los cultivos se centrifugaron 8 minutos a 10,000 rpm para eliminar el

sobrenadante y liofilizar las células.

Determinacion de glucosa y acetato

Se tomé 1 ml de muestra de cultivo durante las fermentaciones, dichas muestras se
centrifugaron (5 min, 8000 rpm) y se recuperd el sobrenadante, el cual se sometié a un
anadlisis por cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) en un sistema Waters,
Miliford, MA, el cual cuenta con una bomba 600E, inyector automatico 717, detector de
indice de refraccion 2410 y un detector de arreglo de diodos 996. La determinacién de
glucosa y acetato se llevé a cabo utilizando una columna Aminex HPX-87H (300x 7.8mm;
9uM) Bio Rad, usando una fase moévil 5mM de H,SO4, un flujo de 0.5 mL/min y una

temperatura de 50°C.

Determinacion de la biomasa celular

La concentracion de biomasa total fue determinada pesando la masa celular obtenida
después de cada cultivo tras realizar un proceso de liofilizado, la cual se definié en unidad de
peso (miligramos) por unidad de volumen (mililitros). Mientras que la biomasa residual hace

referencia al peso seco celular (biomasa total) menos el contenido de P3HB.

Determinacion del contenido de P3HB

La cuantificacidén del P3HB se llevé acabo utilizando cromatografia de gases, dicho método
detecta el metil-éster de hidroxibutirato, el cual es un derivado del P3HB. Las muestras se
tratan segln se describe a continuacion:

Etapa de extraccion:

1. Pesar 10 mg de células liofilizadas en viales de vidrio con tapa de teflon (de 4 mL).

2. Adicionar 1 ml de NaClO al 2% (v/v) y calentar a 30°C por una hora.
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3.

4.

Realizar 3 lavados agregando 1ml de agua milliQ y resuspender el polimero para
eliminar posibles restos de NaClO. Posteriormente centrifugar la muestra (8 min,

8000rpm, temperatura ambiente) para eliminar el agua.

Agregar 500 pl de acetona y dejar secar las muestras una noche a 42°C

Etapa de metandlisis y derivatizacidn:

5.

Agregar 0.5 ml de H,SO4 al 10% v/v en MeOH y 25 nl de acido benzdico (40 mg/ml en
MeOH).

Calentar la muestra (el vial cerrado perfectamente) 95°C durante 4 a 5 horas (el
tiempo depende de cada muestra, el calentamiento se detiene hasta que el liquido se

observe transparente).

Esperar que la muestra adquiera la temperatura ambiente y agregar 0.5 ml de
cloroformo y 0.25 ml de agua milli Q. Agitar vigorosamente durante 5 ciclos de 1 min

c/u.

Centrifugar a 3000 rpm durante 2 min para separar las fases.

Tomar la fase organica (la mds densa) y colocarla en viales para CG y analizar las

muestras en el equipo.

Se utilizé un cromatdgrafo de gases marca Agilent modelo 6850 con una columna INNOWax

de 30 metros de longitud, un diametro de 250 um y un grosor de pelicula de 0.25 um. Una

vez que las muestras fueron inyectadas la temperatura del inyector y detector fueron

mantenidas a 265°C y 275°C respectivamente. La temperatura del horno se mantuvo a 50°C

al inicio y posteriormente se incrementé a una tasa de 20°C por minuto hasta alcanzar una

temperatura maxima de 260°C la cual fue mantenida por 5 minutos.
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El contenido de P3HB en las células esta expresado como porcentaje del polimero presente
en la biomasa total (P3HB + células), mientras que la concentracién estd expresada en

miligramos de P3HB por mililitro de cultivo.
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Resultados vy discusion

Estrategia de cultivo

Como se ha descrito en secciones anteriores, la biosintesis de P3HB es dependiente de la
cantidad de NADPH y AcCoA, por lo que la suplementacion adecuada de estos precursores se
considera un factor critico para la sobreproduccién del biopolimero. Si bien se ha observado
que la biosintesis puede darse durante la etapa de crecimiento (Lee SY, 1996; Khanna y
Srivastava, 2005; Tyo et al., 2010), la fase mds activa de acumulacién se da cuando las células
muestran una desaceleracion en dicho crecimiento y entran a fase estacionaria (Lee SY et al.,
1994 [a]; Wang y Lee, 1997(a]). Esto se debe a que cuando el microorganismo se encuentra
en fase exponencial, el AcCoA se utiliza principalmente para generar energia y otros
metabolitos esenciales para el crecimiento producidos a través de TCA; por lo que al entrar a
fase estacionaria este metabolito se encuentra mas disponible para su redireccién hacia la
formacién de P3HB, ya que las células requieren una menor cantidad de energia y
precursores (Lee SY et al., 1994 [a]). Por esta razén se decidié utilizar un cultivo en dos
etapas, una primera etapa de generacién de biomasa, donde no estuvieran expresandose los
genes de biosintesis de P3HB. Esto con el objetivo de aumentar la concentracion celular, para
posteriormente, en una segunda etapa (produccion), se favoreciera la acumulacién del
polimero con la induccidn de los genes phbBAC. Para esto, las cepas se crecieron en minimo
M9 con glucosa 4g/l (133.33 mmolC) y acetato de sodio 6g/l (146.34mmolC), durante la
primera etapa. Posteriormente, para la etapa de produccién, los cultivos se lavaron vy
reinocularon en medio minimo M9 con glucosa 4g/| y acetato de sodio 6g/l. Ademas, para
evaluar el efecto de la coutilizacidon de sustratos sobre la biosintesis de P3HB, las cepas se
lavaron y reinocularon en cada sustrato por separado. Por tanto en este trabajo se evaluaron

las siguientes condiciones de produccion:
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Produccion de PHB lavando y resuspendiendo la biomasa total obtenida en la primera etapa
del cultivo (mezcla glucosa-acetato) en medio M9 suplementado con:

1. La mezcla glucosa-acetato
2. Glucosa como unica fuente de carbono
3. Acetato como Unica fuente de carbono

Se realizaron caracterizaciones previas sin agregar inductor con el objetivo de determinar el
momento de la fermentacidn en el cual las células mostraran una desaceleracién en su
crecimiento y en este punto llevar a cabo la induccidn de los genes del operén phbBAC. Lo
anterior con el propdsito de obtener la mayor cantidad de biomasa de cada cepa de estudio
(Figura 7). Ya que el P3HB se acumula en el citoplasma, la concentracién celular residual
tendrd un papel importante en la cantidad de P3HB obtenido en el cultivo, dependiendo

también del porcentaje de acumulacion que presente cada cepa.

Tabla 7. Velocidades especificas de crecimiento de las cepas PB11 y derivadas.

CEPA p ()
PB11 0.21 +0.01
PB11/pTrcC99A 0.19 +0.00
PB11/pPHB,y 0.21 +0.00
PB11ApykAF/ pPHB,y 0.10 £ 0.00
PB11ApykAF-ppsA/ pPHB,y 0.17£0.00
PB11ApykAF 0.14 +0.01
PB11ApykAF-ppsA 0.16 + 0.00

Con respecto a las velocidades especificas de crecimiento (1) se observa que la cepa
PB11/pPHB,y tiene una p de 0.21 £ 0.00 h™* que es muy similar a la cepa con plasmido vacio y
la cepa que no tienes pldsmido (Tabla 7) por lo que se puede inferir que el vector no esta

causando una carga metabdlica que se viera reflejada en una disminucion de la .
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Para las cepas mutantes se observa que la PB11ApykAF/pPHB,y hay una reduccién de la
1 de un 29%, ésta pasa de 0.14 + 0.01 h™* (Sabido-Ramos, comunicacién personal) a 0.10 +
0.00 h?, por lo que es probable que exista algin efecto de carga metabdlica debido a la
presencia del vector. Finalmente la cepa PB11ApykAF-ppsA/ pPHBay presenta una p similar a
la reportada por Sabido-Ramos 0.17 + 0.00 h'vs 0.16 £ 0.00 h™, lo que nos permite inferir

gue no existe un efecto marcado de carga metabdlica por presencia del pldsmido.
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Figura 7. Cinética de crecimiento de las cepas PB11 y derivadas. La grafica de crecimiento es resultado de tres experimentos

independientes realizados en medio minimo M9 con glucosa 4g/! (133.33 mmolC) y acetato de sodio 6g/I (146.34mmolC).

La linea representa la hora a la cual se agregé el inductor (0.1mM IPTG).
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Evaluacion de las cepas PB11 sobre su capacidad de produccion de P3HB

bajo diferentes condiciones de cultivo

Condicién de produccién: Lavado v resuspension de las células en medio M9 con glucosa y

acetato

La primera condicidén que se evalué la biosintesis de P3HB consistié en lavar el total de
biomasa obtenida en la primera etapa de cultivo y re-suspenderla en medio mineral fresco

suplementado con glucosa y acetato como fuentes de carbono, asi como inductor.

En estos experimentos las cepas mutantes presentaron un porcentaje de acumulacién de
P3HB bajo o nulo (Tabla 8); siendo la cepa PB11/pPHBay la Unica con un porcentaje de
acumulacion significativo, un 28 % (el mas alto de todas las cepas y condiciones evaluadas),
siendo evidente la coutilizacién de ambos sustratos (Figura 8a). Pese a que existe un ligero
aumento en la cantidad de biomasa entre el punto en el que se favorece la induccion de los
genes phbBAC y el punto final de la fermentacion (Figura 9, Tabla 8), este es menor en
comparacion a las mutantes, lo que implica una desaceleracién del crecimiento y por tanto
una disminucion en TCA, que a su vez favoreceria el aumento de la disponibilidad de AcCoA
para su posterior redireccién hacia la biosintesis de P3HB. Por otro lado existe coutilizacion
de ambos sustratos (Figura 8a), por lo que es probable que la glucosa genere el NADPH
requerido para promover la biosintesis del P3HB, mientras que el acetato, el cual se
metaboliza directamente a AcCoA, se utilizaria principalmente para la formacién del
biopolimero, sin dejar de generar los demds intermediarios de TCA necesarios para la
generacion de energia. Sin embargo los sustratos no son consumidos completamente,
resultando en un porcentaje de acumulacién menor respecto al que pudiera obtenerse si se
presupone que exista un consumo total de las fuentes de carbono y estos se utilicen para la

formacion de P3HB.
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Tabla 8. Comparacién de la acumulacion de P3HB de las cepas PB11 y derivadas utilizando glucosa-acetato.

Acumulaciéon [P3HB] Duracion del
Cepa
(%) (mg/ml) cultivo (h)
PB11/pPHB,y 27.95+291 0.56+0.09 23
PB11ApykAF/pPHB,y 2.32+0.85 0.02+0.03 27
PB11ApykAF-ppsA/ pPHBLy ND ND 23

La biomasa residual esta expresada en peso seco celular menos el contenido de P3HB al final del cultivo. ND: No Detectado.
Los resultados representan el valor promedio * la desviacion estandar de las determinaciones realizadas por duplicado de

tres cultivos independientes.

Respecto a las cepas PB11ApykAF/pPHBAy y PB11ApykAF-ppsA/ pPHBay, en las figuras 8b y 8c
se muestra que el consumo de glucosa fue bajo y lento, consecuencia de las inactivaciones
presentes en las cepas ya que, como se ha reportado, la eliminacién del operdn PTS (Flores N
et al., 1996) asi como la inactivacion de los genes pykAF (Ponce et al., 1995; Escalante et al.,
2010; Meza et al., 2012) resultan en una disminucidn en la velocidad especifica de consumo
de glucosa cuando ésta se utiliza como Unica fuente de carbono. El mismo efecto de retraso
en el consumo de dicho carbohidrato es observado cuando las cepas mutantes se crecen en
un medio con la mezcla glucosa-acetato en comparacion con su cepa parental PB11 (Sabido

etal., 2013).

Respecto al acetato, éste fue consumido hasta casi terminarse del medio de cultivo y esto
podria favorecer la disponibilidad de AcCoA para utilizarse en la biosintesis de P3HB. Sin
embargo, es probable que este metabolito se utilice en TCA, pues existe un aumento del
triple y doble en la cantidad de biomasa residual en las cepas PB11ApykAF/pPHBAy Y
PB11ApykAF-ppsA/ pPHBay respectivamente (Figura 9), indicando que aun existe un flujo de
carbono importante hacia este ciclo. Donde el AcCoA utilizado, generaria un aumento de los
niveles de CoASH; esto provocaria una baja relacion AcCoA/CoASH, la cual es perjudicial para
la biosintesis del polimero, ya que la CoASH inhibe la actividad de la B-cetotiolasa, primera
enzima de la ruta (Senior y Dawes, 1973; Manchak y Page, 1994), por lo tanto la via de
produccién de P3HB no se estaria favoreciendo.
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Figura 8. Graficas de aumento de biomasa, consumo de glucosa-acetato y porcentaje de acumulacién de P3HB
de las cepas PB11 y derivadas. Experimentos realizados en matraces bafleados de 250 ml en medio minimo M9

con glucosa 4g/l (133.33 mmolC), acetato de sodio 6g/I (146.34mmolC) e IPTG 0.1mM.
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residual al final del cultivo.
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Condicién de produccién: Lavado v resuspension de las células en medio Mg con glucosa

En este caso se observd que las cepas PB11ApykAF/pPHBAy Y PB11ApykAF-ppsA/pPHBAy NO
crecieron ni acumularon P3HB en la etapa de produccién (Figura 10b y 10c) debido a su
incapacidad de consumir glucosa y dirigir el flujo de carbono hacia TCA y otras vias que
utilicen AcCoA, consecuencia de las inactivaciones en las isoenzimas piruvato cinasas. Bajo
este esquema, la concentracidon de biomasa mostrada en la Figura 11 es el resultado del
crecimiento de las cepas en ambas fuentes de carbono, previo al cambio de medio de cultivo

con un solo sustrato.

Tabla 9. Comparacién de la acumulacién de P3HB de las cepas PB11y derivadas utilizando glucosa como Unica

fuente de carbono.

Acumulacién [P3HB] Duracion del
Cepa
(%) (mg/ml) Cultivo (h)
PB11/pPHB,, 2.16£0.71 0.03 £0.01 23
PB11ApykAF/pPHB,, 0.57+0.03  0.003 % 0.00 31
PB11ApykAF-psA/pPHB,y, ND ND 27

La biomasa residual esta expresada en peso seco celular menos el contenido de P3HB al final del cultivo. ND: No Detectado.
Los resultados representan el valor promedio * la desviacién estandar de las determinaciones realizadas por duplicado de

tres cultivos independientes.

39



@ Biomasa [PHB+células]
o™
PB11/pPHB,, -
a) 0.8 ' 15
o7d ., i
061 1 % ¢ % ¥
0.5+ T . -
~o4f ¢ 0t : “5 L
5: 0.3 1 ! 1 .
g 021 Lo 5 |
iu'?e 0,1-_ . j
0.0 4 I -5 ¢
-0.1 4 4
-0.2 4 T »
-0.3 o
Vb= T T T T T T T T T T C -0
2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tiempo (h)
b) :: gilvir::ss: [PHB+células]
PB11ApykAF/pPHB, I PHE
0.3 1 - ~5
0.2 [ I
'|' [ -4
0.1 4 ! . ! p ] 2 o @ a =120 — | <
[} —
= (.I’. = [

00 % % % % ;{ 1 L -3 2
Q @
s L b s
E‘-OJ e L 5 :

-0.2 1 r LS

[ -1

-0.3 1 Lo

U0 e S B B B B B B N N B B S N e g 0 -0

-2 0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Tiempo (h)
& Biomasa [PHB+células]
C) » Glucosa
PB11ApykAF-ppsA/pPHB, I PHB

0.6 - -5

044 o ] 3 ] ] 5 1 n [ - -4
-927} } %; % } } } I
£ I 100 -3 2

o t v

9.0.0— [ an 2 | ;

g Lo -2 2

-0.2 1 [ :
0.4 ) -1
-06 1 L] I I 1 Ll 1 I I 1 1 I I 1 1 - _0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Tiempo (h)

Figura 10. Graficas de aumento de biomasa, consumo de glucosa y porcentaje de acumulacidon de P3HB de las
cepas PB11 y derivadas. Experimentos realizados en matraces bafleados de 250 ml en medio minimo M9 con

glucosa 4g/1(133.33 mmolC) e IPTG 0.1mM.
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Figura 11. Biomasa residual generada por las cepas PB11/pPHB,y (rojo); PB11ApykAF/pPHB,y (amarillo) y PB11ApykAF-
ppsA/pPHB,y (verde) durante la utilizacion de glucosa como Unica fuente de carbono. Las barras rayadas, asi como el
simbolo (-) indican la biomasa producida hasta el tiempo en el que se agregd el inductor. Los colores oscuros y el simbolo (+)

representan la biomasa residual al final del cultivo.

Referente a la cepa PB11/pPHB,y se observé que si consume la glucosa en esta etapa (Figura
10a), sin embargo este consumo es lento, resultado de la inactivacién de su principal sistema
de transporte de carbohidratos, por lo que el sustrato consumido debe ser utilizado de
manera eficiente de tal manera que este estaria siendo utilizado principalmente para el

mantenimiento celular, lo cual limita la acumulacidn de P3HB, siendo este de apenas un 2%.

Condicién de produccién: Lavado v resuspensiéon de las células en medio M9 con acetato de

sodio

En la ultima condicion evaluada, la etapa de produccion de P3HB se realizé en acetato como
Unica fuente de carbono. La cepa PB11/pPHBay es la que presentd el porcentaje de
acumulacién mayor en esta condicidén (Tabla 10), no observandose crecimiento (Figura 13);
por lo que el acetato consumido se estaria utilizando principalmente a la acumulacion del
polimero. En lo respecta a las mutantes, se observé que la cepa PB11ApykAF/pPHBAy uso el

acetato consumido principalmente para crecimiento, pues como se muestra en la figura 13,
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la biomasa en el punto final del cultivo es casi 3 veces mayor a la que habia en el momento
en que se agrego el inductor, por lo tanto menos P3HB se sintetizarad si el Acetil- CoA vy
NADPH son dirigidos a otras rutas metabdlicas. Finalmente, en la cepa PB11ApykAF-
ppsA/pPHBAy no hubo aumento de biomasa en esta etapa (Figura 13) debido probablemente,
a la falta del gen ppsA, que en conjunto con las enzimas madlicas forman la principal ruta
gluconeogénica en cepas PTS (Sigala et al., 2008). Por lo tanto existen deficiencias en la
produccién de PEP y de igual forma de los intermediarios biosintéticos de la parte alta del
metabolismo gluconeogénico, de esta manera se limitaria el crecimiento. Es importante
resaltar que existe un consumo considerable del acetato que no se esta utilizando ni en
crecimiento ni en produccion de P3HB (Gréfica 4, Tabla 10), por lo que probablemente sea

utilizado para el mantenimiento celular.

Tabla 10. Comparacién de la acumulacién de P3HB de las cepas PB11 y derivadas utilizando acetato de sodio

como Unica fuente de carbono.

Acumulacién [P3HB] Duracion del
Cepa
(%) (mg/ml) cultivo (h)
PB11/pPHB,y 16.93+3.76 0.22 £0.05 23
PB11ApykAF/pPHB,y 1.28+0.17  0.01+0.00 27
PB11ApykAF-psA/pPHB,y ND ND 27

La biomasa residual estd expresada en peso seco celular menos el contenido de P3HB al final del cultivo. ND: No Detectado.
Los resultados representan el valor promedio * la desviacién estandar de las determinaciones realizadas por duplicado de

tres cultivos independientes.
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Figura 12. Gréficas de aumento de biomasa, consumo de acetato y porcentaje de acumulacion de P3HB de las
cepas PB11 y derivadas. Experimentos realizados en matraces bafleados de 250 ml en medio minimo M9 con

acetato de sodio 6g/l (146.34mmolC) e IPTG 0.1mM.
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Figura 13. Biomasa residual generada por las cepas PB11/pPHB,y (rojo); PB11ApykAF/pPHB,y (amarillo) y PB11ApykAF-
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representan la biomasa residual al final del cultivo.
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Evaluacion de las cepas PB12 sobre su capacidad de producciéon de P3HB
bajo diferentes condiciones de cultivo
La cepa PB11 presenta una respuesta de estrés por limitaciéon de carbono debido a la
eliminaciéon de PTS. Tiene una p= 0.1 h' vs 0.7 h! en comparacion con la cepa parental
JM101. Como estrategia de ingenieria metabdlica se realizé un proceso de evolucion
adaptativa para la seleccién de derivadas con mejor capacidad de crecimiento en glucosa. La
cepa resultante, PB12, alcanzé una pu=0.44 h'l(FIores N et al., 1996). Para conocer las razones
por la cual esta cepa mejord su crecimiento en glucosa, se han comparado sus niveles de
transcripcién con los de la cepa parental PB11. Estos estudios muestran que todos los genes
glucoliticos, asi como otros del metabolismo central de carbono que incluyen los que
codifican para TCA, se sobreexpresan. Lo que sugiere una utilizacién de carbono mas
eficiente para esta cepa evolucionada (Flores N et al., 1996; Flores S et al., 2002; Flores N et
al., 2005; Flores S et al., 2005). Se ha probado que la cepa PB12 es una plataforma util para la
sobreproduccién de compuestos de interés (Flores N et al., 1996; Badez et al., 2004; Escalante
et al., 2010; Rodriguez et al., 2013; Sabido et al., 2013), por lo que resulta interesante evaluar

su capacidad para producir P3HB.

Siguiendo la misma estrategia de cultivo descrita anteriormente, se realizaron
fermentaciones en dos etapas, una de generacién de biomasa y otra de produccion. Las
cepas PB12 y derivadas fueron caracterizadas en su crecimiento en ausencia del inductor,
esto para determinar el punto en el cual se adicionaria el IPTG al medio de cultivo para
obtener la mayor concentracidn celular de las cepas y posteriormente iniciar la etapa de

biosintesis de P3HB (Figura 14).

Es importante sefialar que la cepa PB12/pPHBay no presentd crecimiento al realizar la
primera etapa de generacidon de biomasa en el medio de cultivo con la mezcla glucosa-
acetato. Esto puede ser consecuencia de dos fendmenos: Un efecto de carga metabdlica

generada por el plasmido y un efecto téxico por la concentracién de acetato.
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Se sugiere que existe un efecto de carga metabdlica pues la velocidad especifica de
crecimiento disminuye debido a la presencia del vector (Tabla 11). Se ha estudiado que la
presencia de plasmidos estimula un incremento en la demanda de precursores biosintéticos,
cofactores y energia para mantener la replicacién y segregacion adecuada del mismo (Glick,
1995; Ow et al, 2006; Cunningham et al, 2009). Por otro, lado hay que remarcar que la p de
la cepa PB12 sin plasmido, es 35% menor a la reportada en estudios previos donde se crecid
a esta misma cepa en medio minimo M9 con 2 g/l de glucosa y 3 g/l de acetato (la mitad de
lo que se utilizé en este estudio). Bajo estas mismas condiciones la cepa PB12/pPHB,y si fue
capaz de crecer (Tabla 11) lo que nos sugiere que un segundo factor que influye en el
crecimiento de esta cepa son probablemente las concentraciones de dichas fuentes de

carbono.

Tabla 11. Velocidades especificas de crecimiento de las cepas PB12 y derivadas.

Cepa Condicién de cultivo pht

PB12 0.25+0.01

PB12pTrC99A 0.15+0.01
PB12/pPHB,y 4g/1Glu + 6 g/l Ace No detectado
PB12ApykAF/pPHB,, 0.24+0.014
PB12ApykAF-ppsA/pPHB .y 0.27 £ 0.002

PB12 0.41+£0.02

PB12/pPHB,y 0.27 £ 0.02

2g/IGlu + 3g/l Ace
PB12ApykAF 0.32£0.02
PB12ApykAF-ppsA 0.33+£0.02

Estudios previos (Sigala et al. 2009) muestran que la cepa PB12 (u= 0.13 h™) se encuentra
mas afectada en su crecimiento en acetato en comparacion con su cepa parental PB11 (u=
0.21 h™) e incluso la cepa silvestre JM101 (u= 0.28 h), por lo que es probable que el
consumo de este sustrato no se favorezca. Por tanto, la concentracién de acetato en el
medio disminuye muy poco en las primeras horas de cultivo, por lo que dicha concentracion
(aproximadamente 6g/l) estaria resultando en un efecto negativo para el crecimiento de
estas cepas. Se ha reportado que el acetato tiene efectos deletéreos en el crecimiento de
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cepas de Escherichia coli ya que éste actia como agente desacoplante del gradiente de pH
transmembranal (Axe y Bailey, 1995) lo cual podria estar sucediendo en esta cepa. Por lo
gue solo se caracterizé a las cepas que presentaron crecimiento, aquellas con las

inactivaciones en los genes pykA, pykF y ppsA.
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Figura 14. Cinética de crecimiento de las cepas derivadas de PB12. La grafica de crecimiento es resultado de tres
experimentos independientes realizados en medio minimo M9 con glucosa 4g/I (133.33 mmolC) y acetato de sodio 6g/I

(146.34mmolC). La linea representa la hora a la cual se agregd el inductor (0.1mM IPTG).

Condicion de produccién: Lavado y resuspension de las células en medio M9 con glucosa y

acetato

La figura 16 muestra el curso de la etapa de produccién de P3HB una vez que la biomasa
generada en la primera etapa se lavd y reinoculé en medio mineral con ambas fuentes de
carbono. Aqui se observd que las cepas son capaces de consumir ambos sustratos, siendo la

glucosa la que se agota primero del medio de cultivo.

Para el caso de la cepa PB12ApykAF/pPHBAy la generacion de biomasa total es sustentada
principalmente por la glucosa, ya que cuando ésta se agota del medio de cultivo no se
observd un aumento de la misma (Figura 16a). Mientras que el acetato se utilizaria

mayormente para procesos relacionados al mantenimiento celular; ya que el mayor consumo
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de este sustrato se observa cuando la glucosa se ha agotado del medio de cultivo y las

células se encuentran en fase estacionaria.

Para el caso de la mutante PB12ApykAF-ppsA/pPHBAy agota la glucosa en un tiempo similar
al de la doble mutante. Sin embargo, deja un remanente de acetato al final cultivo (Figura
16b). Es importante sefialar que este se detuvo a las 15 horas por que ya no se observé un
aumento de biomasa total, medido indirectamente por DOggonm, €l cudl fue el criterio elegido
para finalizar la fermentacidén, pues el consumo de sustratos no estaria directamente

relacionado al crecimiento o acumulacién de P3HB.

Tabla 12. Comparacién de la acumulacién de P3HB de las cepas derivadas de PB12 utilizando glucosa-acetato.

Acumulacién [P3HB] Duracion del
Cepa
(%) (mg/ml) cultivo (h)
PB12ApykAF/pPHB,y, 1.75+0.27  0.023 + 0.005 31
PB12ApykAF-ppsA/pPHB,, 6.58+0.89  0.103 * 0.005 15

Ambas cepas presentan un aumento de biomasa residual de 9 y 8 veces al final del cultivo
respecto al punto donde se agrega el inductor, lo cual nos indica que aun existe una
competencia entre dirigir el AcCoA para generar P3HB y aquel utilizado por TCA para generar
energia y otros precursores biosintéticos que sustentan el crecimiento celular. Por tanto, los
porcentajes de acumulaciéon se mantienen por debajo de un 10%. Aun asi, la cepa
PB12ApykAF-ppsA/pPHBAy presenta un porcentaje de acumulacion mayor al de la doble

mutante (Tabla 12). Los analisis transcriptémicos realizados a la cepa PB12ApykAF-ppsA con

respecto a su parental PB12 durante la coutilizacién glucosa — acetato, mostraron una
sobreexpresidn en los genes aceBAK (Operdn del shunt de glioxalato), glcB (Malato sintasa),
scfA (Malato deshidrogenasa), poxB (Piruvato oxidasa). Esto muestra que la generacion de
piruvato en esta cepa es a través del ciclo del glioxalato y las enzimas malicas. Al no tener
PpsA se evitaria el uso del acetato para abastecer la parte alta del metabolismo central,
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ademas de que el nivel de transcripcion de pckA no cambia. Por tanto, se propone que el
AcCoA de esta derivada se forma principalmente de la activacién del acetato, aquel que se
produce directamente al internalizarse y metabolizarse via ActP (Acetato permeasa) Acs
(AcCoA sintetasa), asi como del producido por PoxB. Esta condicion metabdlica en la cepa
PB12ApykAF-ppsA/pPHB,y resultaria favorable para la acumulacién de P3HB respecto a la
cepa PB12ApykAF/pPHB,y, donde ésta ultima, al tener la enzima PpsA podria dirigir flujo de

carbono hacia la sintesis de compuestos de 6 carbonos
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Figura 15. Biomasa residual generada por las cepas PB12ApykAF/pPHBy (verde) y PB12 ApykAF-ppsA/pPHBy (azul) durante la

coutilizacion glucosa-acetato. Las barras rayadas, asi como el simbolo (-) indican la biomasa producida hasta el tiempo en el que se

agrego el inductor. Los colores oscuros y el simbolo (+) representan la biomasa residual al final del cultivo.
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Figura 16. Graficas de aumento de biomasa, consumo de glucosa-acetato y porcentaje de acumulacién de
P3HB de las cepas derivadas de PB12. Experimentos realizados en matraces bafleados de 250 ml en medio

minimo M9 con glucosa 4g/l (133.33 mmolC), acetato de sodio 6g/I (146.34mmolC) e IPTG 0.1mM.



Condicién de produccién: Lavado v resuspension de las células en medio Mg con glucosa

Es bajo esta condicion de produccion donde se presenta el porcentaje de acumulacion mas
bajo de los 4 tratamientos a los que fueron sometidas las derivadas PB12, ya que como
puede observarse en la figura 18 a-b el consumo de glucosa es lento, prolongdndose mas alld
de las 40 horas aproximadamente. Estudios previos demuestran que cepas PTS presentan
una disminucién en el consumo de este carbohidrato tras la inactivaciéon de las piruvato
cinasas (pykAF), ademas de que dicha fuente de carbono no se agota del medio de cultivo
(Escalante et al., 2010; Meza et al., 2012). Sin embargo el consumo es suficiente para
sustentar crecimiento (Figura 17). Andlisis de flujos de carbono realizados en condiciones de
limitacion de glucosa en una cepa con inactivaciones en ambas isoenzimas piruvato cinasas,
muestran un aumento en el flujo de carbono de PEP a OAA, a través de la enzima Ppcy de
malato a PYR mediante las enzimas malicas, compensando en cierta medida la inactivacion
de los genes pykAF (Emmerling et al.,2002) Por lo tanto, el probable aumento en el flujo de
carbono a través de Ppc hacia TCA, podria estar generando los intermediarios biosintéticos y

energia que permitan el crecimiento celular en glucosa de las cepas derivadas de la PB12.

Tabla 13. Comparacién de la acumulacién de P3HB de las cepas derivadas de PB12 utilizando glucosa como

Unica fuente de carbono.

Acumulacion [P3HB] Duracién del
Cepa
(%) (mg/ml) cultivo (h)
PB12ApykAF/pPHB,y 0.85+0.20 0.010+0.000 45
PB12ApykAF-ppsA/pPHB,, 4.06+0.71 0.031+0.002 35

En cuanto a la biomasa residual alcanzada al final del cultivo, la cepa PB12ApykAF/pPHBAy
muestra un aumento de 6 veces respecto al punto donde se agregd el inductor en la primera
etapa, mientras que la cepa PB12ApykAF-ppsA/pPHBAy aumenta 4 veces. Esta pequeiia
diferencia entre ambas cepas puede resultar significativa en el porcentaje de acumulacion.
Ya que la cepa triple mutante tuvo un aumento de biomasa menor (Figura 17), alcanzd un

mayor porcentaje de acumulacion de P3HB, mientras que la doble mutante estaria
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dirigiendo, principalmente, flujo de carbono hacia otros procesos celulares que sustenten el

crecimiento en lugar de la formacién de P3HB.

1.20

1.00

0.95

Biomasa residual
(mg/ml)
o
[=)}
o

0.16
0.20 -

0.00 &

pykAF-
pykAF+
N pykAFppsA-
B pykAFppsA+

Figura 17. Biomasa residual generada por las cepas PB12ApykAF/pPHB,y (verde) y PB12 ApykAF-ppsA/pPHB,y (azul) durante

la utilizacion de glucosa como Unica fuente de carbono. Las barras rayadas, asi como el simbolo (-) indican la biomasa

producida hasta el tiempo en el que se agregd el inductor. Los colores oscuros y el simbolo (+) representan la biomasa

residual al final del cultivo.
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Figura 18. Graficas de aumento de biomasa, consumo de glucosa y porcentaje de acumulacion de P3HB de las
cepas derivadas de PB12. Experimentos realizados en matraces bafleados de 250 ml en medio minimo M9 con

glucosa 4g/1(133.33 mmolC) e IPTG 0.1mM.



Condicién de producciéon: Lavado v resuspension de las células en medio Mg con_acetato

Finalmente, las cepas derivadas de PB12 fueron cultivadas en acetato como Unica fuente de

carbono para la produccion de P3HB. En la figura 20a se observa que la cepa

PB12ApykAF/pPHB,y consume casi totalmente el acetato. Sin embargo, se puede inferir,

dados los resultados mostrados en la figura 19, que el sustrato se utiliza principalmente para

el crecimiento celular, pues la biomasa residual aumenta seis veces respecto al punto donde

se afiade el inductor para iniciar la biosintesis del biopolimero. Asi, la cepa muestra una

preferencia por crecer y no por producir P3HB, pues el porcentaje de acumulacién es de

apenas un 1%.

Tabla 14. Comparacién de la acumulacién de P3HB de las cepas derivadas de PB12 utilizando acetato de sodio

como Unica fuente de carbono.

Acumulacién [PHB] Duracion del
Cepa
(%) (mg/ml) cultivo (h)
PB12ApykAF/pPHB,y 0.91+0.38  0.01+0.00 45
PB12ApykAF-ppsA/pPHB,,  9.06 £2.15  0.053 +0.021 35
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Figura 19. Biomasa residual
generada por las  cepas
PB12ApykAF/pPHB,, (verde) y
PB12ApykAF-ppsA/pPHB,y (azul)
durante la utilizacién de acetato
como Unica fuente de carbono.
Las barras rayadas, asi como el
simbolo (-) indican la biomasa
producida hasta el tiempo en el
que se agregd el inductor. Los
colores oscuros y el simbolo (+)
representan la biomasa residual

al final del cultivo.
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En cuanto a la cepa triple mutante, ésta mostré un consumo mas lento del acetato (Figura
20b) y un menor aumento de biomasa, 3 veces respecto al inicio de la induccién, en
comparacion con la cepa PB12ApykAF/pPHB,y; sin embargo, acumula mas P3HB que la
doble mutante, pues es evidente que la doble mutante muestra un preferencia por crecer y
utilizar el sustrato para generar un aumento de biomasa, mientras que la PB12ApykAF-
ppsA/pPHBAy aunque consume menos acetato es probable que al no tener una enzima clave
gue conforma su principal ruta gluconeogénica, PpsA, no puede redirigir mds carbono hacia
la parte alta del metabolismo y por tanto su crecimiento es menor y debido a eso su
acumulacién es mayor. Como se ha explicado en secciones anteriores es preferible evitar la
competencia entre el AcCoA que se dirige a crecimiento versus el que se dirigird a la

biosintesis del P3HB.
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Figura 20. Graficas de aumento de biomasa, consumo de acetato y porcentaje de acumulacién de P3HB de las

cepas derivadas de PB12. Experimentos realizados en matraces bafleados de 250 ml en medio minimo M9 con

acetato de sodio 6g/l (146.34mmolC) e IPTG 0.1mM.
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Efecto del crecimiento sobre la producciéon de P3HB.

Este andlisis sugiere que una de las limitantes para la producciéon de P3HB en estas cepas,
fue el crecimiento celular. Por tanto, la formacién de biomasa compite con la formacion del
biopolimero por el uso de la fuente de carbono, limitando asi, el flujo hacia la via de sintesis

del P3HB.

A pesar de que la producciéon de P3HB puede estar asociada a crecimiento (Manchak y
William, 1994; Lee SY, 1996; Wang y Lee, 1997[a]; Khanna y Srivastava, 2005; Garcia et al.,
2014), ésta requiere un delicado equilibrio entre la formacién de producto y la formacion de
biomasa. Por lo que se requiere una modulacién del metabolismo que nos permita mantener
una relacion PHB/biomasa que maximice la productividad total. Estudios previos muestran
que la produccion de P3HB en E. coli tiene un perfil en dos etapas: una de rapido
crecimiento celular con baja producciéon del biopolimero; seguida de una etapa de
acumulacién donde hay poca proliferacién celular y alta generacién de P3HB (Wang vy Lee,
1997[b]; Van Wegen, 2001; Tyo et al., 2010). En este estudio, se les permitié a las cepas
crecer hasta su maxima velocidad especifica, realizando la induccién de los genes de
biosintesis de P3HB en punto cercano a la fase estacionaria, esperando que la sobreexpresién
del operdn phbBAC incrementara el flujo de carbono hacia la formacion de P3HB y
eventualmente se disminuyera o se inhibiera el crecimiento por el uso del AcCoA y NADPH
para la sintesis del polimero en lugar de usarse para la proliferaciéon celular (Hong et dl,.
2003; Tyo et al., 2009). Sin embargo, las cepas continuaron con una fase activa de
crecimiento. Asi, una de las estrategias que se han utilizado para maximizar la produccidn, ha
sido el uso de cultivos bajo condiciones de oxigeno o nitrégeno limitantes (Wang y Lee, 1997
[b]; Tyo et al., 2010). Por tanto, durante la segunda etapa evaluada en este estudio, una

manera de detener el crecimiento, seria limitar a las cepas en alguno de estos compuestos.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos mostraron que, en estas condiciones de estudio, las cepas que

presentan modificaciones en el nodo PEP-PYR, no son aptas para la produccién del

biopolimero, pues los porcentajes de acumulacion fueron bajos o nulos (>10%).

Cepas PB11 y derivadas:

R/
L X4

X/
L X4

La evaluacion de las diferentes condiciones para la sintesis de P3HB realizadas en este
estudio, mostraron que las cepas que presentan modificaciones en el nodo PEP-PYR,
no son aptas para la produccion del biopolimero, posiblemente debido a la limitacién

de precursores.

La coutilizacion de sustratos durante la segunda etapa del cultivo (lavado y
resuspension) mejora la acumulacién de P3HB, ya que presentan el porcentaje mas

alto de acumulacién, respecto a la produccidn con un solo sustrato.

Cepas PB12 v derivadas:

R/
A X4

R/
L X4

La cepa PB12/pPHB,y es incapaz de crecer bajo estas condiciones de cultivo (medio
minimo con 4g/| de glucosa y 6 g/l de acetato de sodio). Esto, debido a un efecto de
carga metabdlica por la presencia del plasmido, aunado a un posible efecto téxico de

la concentracién de acetato presente en el medio.

Las modificaciones realizadas en el nodo PEP-PYR mejoran la acumulaciéon de P3HB
respecto a la cepa parental PB12, pues la cepa PB12pykAF ppsA/pPHB,y presenta los
porcentajes de acumulacién mayores en las condiciones evaluadas respecto a la cepa
PB12pykAF-/pPHBay, ya que ésta Ultima cepa esta dirigiendo el carbono hacia otros

procesos metabdlicos.

Método de cuantificaciébn de P3HB

Se obtuvo un proceso adecuado para la extraccidon, metandlisis y derivatizacién del P3HB

para las cepas PB11, PB12 vy sus respectivas derivadas, lo que permitiéd realizar la
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cuantificacién de la concentracién de polimero presente en las células en comparacion al

método previamente generado.
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Perspectivas

Evaluar otras condiciones de fermentacion

Este trabajo fue un primer acercamiento para evaluar la viabilidad del sistema sobre la
produccién de P3HB, habiendo realizado las caracterizaciones en cultivos en matraz. Sin
embargo, es conveniente realizar experimentos en reactores para tener una idea de las
capacidades de produccién de las cepas. Ya que el crecimiento resultd ser un factor que
afecta el porcentaje de acumulacién del P3HB en estas cepas, se pueden utilizar cultivos
donde se disminuya o inhiba el crecimiento mediante la limitacién de oxigeno (Wang vy Lee,
1997 [a]; Van Wegen et al. 2001) o la modificacién de la relacién C:N en el medio de cultivo
(Tyo et al., 2009; Centeno et al., 2014). Diversos estudios se han llevado a cabo para
desarrollar fermentaciones eficientes para la produccion del PHA deseado, siendo el mas
utilizado el cultivo en lote alimentado. Por lo tanto resultaria interesante probar esta

estrategia en nuestra cepa (Kim et al., 1992; Ahn et al., 2000; Nikel et al., 2006)

Modificar el sistema de expresion

De acuerdo con algunas observaciones microscdpicas realizadas casi al final de los cultivos,
una parte de las células no poseian granulos de P3HB. Una probable explicacion a esto podria
ser la inestabilidad del plasmido. Los plasmidos presentan inestabilidad genética debido a
tres procesos: 1) inestabilidad segregacional, en donde la distribucion desigual de plasmido a
las células hijas da como resultado células libres de vector; 2) inestabilidad estructural, en la
gue algunos plasmidos contienen una secuencia de DNA alterada que causa una expresion
incorrecta de las proteinas; y 3) segregacion alélica, en el que plasmidos no productivos
desplazan a los productivos. Este fendmeno se da debido a que la expresidn heterdloga de
vias suele provocar carga metabdlica, ademas de que los productos pueden ser citotdxicos,
causando asi, una disminucion de la viabilidad celular. Por tanto, el desplazamiento de
plasmidos productivos por mutantes no productivos, confiere ventajas de crecimiento que
impulsa la seleccién de este tipo de vectores (Tyo et al., 2009). Para contender con esto se

pueden construir derivados del vector pPHBAy agregando el locus parB, lo cual se ha probado
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anteriormente en produccion de P3HB resultando en un aumento de la acumulacidn del
biopolimero tal como lo reporta Lee y colaboradores (1993). Otra alternativa seria integrar
en cromosoma el operdn phbBAC. Actualmente existen diferentes estrategias de integracién
cromosomal que han sido probadas en la produccion de diferentes metabolitos, obteniendo
resultados exitosos (Horng et al., 2011; Li M et al., 2012; Sabido et al., 2013[a]). Entre éstas
se encuentran la produccién de P3HB (Li M et al., 2012), donde el operén phbCAB se
encuentra bajo la regulacién de repeticiones en tandem del promotor tac. Otro ejemplo es la
generacion de cepas cuyo cromosoma tiene repeticiones en tandem del operén phb (40

copias aproximadamente (Tyo et al. 2009).

Utilizar otras fuentes de carbono

La eleccién del medio de cultivo es importante no sélo para proveer las condiciones éptimas
para la produccién de un PHA, sino también para hacerlo con alta productividad, de tal
forma que el producto final pueda ser econdmicamente competitivo con los plasticos
tradicionales. En la biosintesis de P3HB alrededor del 40% del costo total de produccién
pertenece a materias primas (Van Wegen et al., 1998; Chanprateep S, 2010) por lo tanto el
uso de fuentes de carbono baratas es necesario con la finalidad de reducir el alto costo (Kim,
2000). La agricultura y sus industrias asociadas pueden proveer estas fuentes de carbono, ya
gue producen una variedad de subproductos de bajo costo y renovables. La mayoria de estos
sustratos son una mezcla de azUcares y/o acidos grasos, por lo que si consideramos que en
nuestras cepas no existe el fendmeno de represidon catabdlica que ejerce la glucosa, seria
interesante evaluar la produccién de bioplasticos usando dichas fuentes de carbono, donde

ademas se tiene el potencial para generar copolimeros (Li R et al., 2007 [a]).
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ANExos

Anexo 1: Estandarizacion del protocolo para la extraccion, metandlisis y
derivatizacion del P3HB
En nuestro laboratorio (Longoria-Hernandez, comunicacién personal) se desarrolld un
método para la extraccion, metandlisis y derivatizacién del P3HB producido por E. coli basado
en reportes previos (Braunegg et al, 1978; Betancourt et al, 2007). Esta metodologia permite
realizar todos los procesos antes mencionados en el mismo tubo de reaccion. La técnica

consiste en los siguientes pasos:

1) Pesar 10 mg de células liofilizadas en viales de vidrio con tapa de teflén (de 4 mL).

2) Agregar 0.5 ml de H,SO4 al 10% v/v en MeOH y 25 pL de acido benzdico (40 mg/ml en
MeOH).

3) Calentar la muestra (el vial cerrado perfectamente) durante ciclos de 40 s en el
microondas maxima potencia. Durante cada ciclo permitir que la mezcla de reaccién
se enfrie durante 2 minutos hasta completar 5 ciclos de calentamiento.

4) Esperar que la muestra regrese a temperatura ambiente y agregar 0.5 ml de
cloroformo y 0.25 ml de agua milli Q. Agitar vigorosamente durante 3 ciclos de 1 min
c/u.

5) Centrifugar a 3000 rpm durante 2 min para separar las fases.

6) Tomar la fase organica (la mas densa) y colocarla en viales para CG.

7) Analizar las muestras utilizando el método P3HB2010.
El resultado de este tratamiento es la conversion del P3HB en metil éster de hidroxibutirato

(Me-HB) (Figura 21), el cual es un compuesto volatil que es posible detectar usando

cromatografia de gases.
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Figura 21. Depolimerizacién del P3HB. Modificado de Monteil-Rivera et al, 2007.

Tras realizar la técnica como se ha descrito anteriormente, las muestras se observaban con

residuos celulares, lo cual nos sugeria que el proceso no se estaba llevando a cabo

eficientemente, pues un indicativo de que el proceso esta completo es que los viales se

observen transparentes y esto no ocurria. Por tanto, para sortear este problema se realizaron

las siguientes modificaciones:

a)

b)

Aumento del numero de ciclos de calentamiento de las muestras. No obstante tras
una hora de ciclos de calentamiento las muestras seguian observandose turbias, por
lo que el objetivo de disminuir el tiempo de reaccidn al usar un horno de microondas
en lugar del calentamiento convencional (3 h, 100°C) no se estaba cumpliendo. Esto,
aunado a que el horno no mantenia la misma potencia conforme transcurria el
tiempo de uso, provocaba que las muestras se quemaran y por tanto ya no eran Utiles

para realizar la cuantificacidn en el cromatégrafo.

Disminucién de la cantidad de células. Se utilizaron 5 mg, 1 mg y 0.5 mg, siendo esta

ultima cantidad la Unica que dio resultados favorables al no observarse particulas en
el vial tras realizar el tratamiento con H,SO4- MeOH; sin embargo la cantidad tan

pequefia de muestra disminuia también la cantidad de P3HB presente, impidiendo la

cuantificacién en el cromatégrafo de gases.

Como resultado de los experimentos previos se decidid variar 2 pasos en la técnica para la

cuantificacion de P3HB:
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a) Se sustituyo el calentamiento en horno de microondas por el calentamiento en un
Thermoblock a 95 °C. El tiempo de reaccién es dependiente de cada muestra a
analizar y la cantidad de P3HB presente en las mismas, este puede ir de 4 a 8 horas en
ciclos de 20 minutos, dejando enfriar a temperatura ambiente y dando vortex por 30

segundos entre cada ciclo.

b) Incluir un método de extraccién previo a la hidrolisis y derivatizacién del polimero.
Esto con la finalidad de eliminar la mayor cantidad de particulas que no fueran P3HB,
de tal manera que al tenerlo con mayor pureza se redujera y favoreciera el proceso
de metandlisis y derivatizacién. Con este fin, se realizé una revisidon de los diferentes
métodos descritos en la literatura (Braunegg et al., 1978; Hahn et al., 1994; Kansiz et
al., 2000; Nikel et al., 2006) vy se seleccionaron los siguientes para evaluar su efecto

sobre la cuantificacion de P3HB:

Recuperacién de P3HB utilizando una solucién de hipoclorito de sodio NaClO (2% v/v):

efecto del tiempo de reaccién.

El empleo de soluciones de hipoclorito de sodio es un método alternativo a la extraccion de
P3HB con solventes organicos. Debido a su elevado poder oxidante, actia desestabilizando
las membranas y digiriendo particulas no pertenecientes al polimero (Hahn et al, 1994),

facilitando asi la extraccion del P3HB.

Para realizar esta técnica se pesaron 5 mg de células liofilizadas de una misma cepa y se
adicioné 1 ml de una solucién de NaClO 2% v/v n los mismos viales en los que se llevaria a
cabo la metandlisis y derivatizacién del P3HB. Esto con el objetivo de evitar la pérdida de
polimero al momento de cambiar de tubos. Dichas muestras se sometieron a los siguientes

tratamientos:
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Tabla 14. Tratamientos para la extraccion de P3HB.

Temperatura 30°C
60 minutos
Tiempo
120 minutos

Transcurrido el tiempo de reaccidn, las muestras se centrifugaron (8 minutos, 8000 rpm) y se
elimind la solucion de NaClO, habiendo precipitado el P3HB dada su naturaleza hidrofébica.
Posteriormente se realizaron tres lavados para eliminar los restos de NaClO adicionando 1
ml de agua miliQ, resuspendiendo el P3HB y centrifugando (8 min, 8000 rpm) para eliminar el
agua entre cada lavado; finalmente se agregaron 500 ul de acetona para secar la muestra y

se dejaron reposar toda la noche a 42°C.

Una vez que las muestras estuvieron secas se realizé la hidrolisis y derivatizacién del
polimero siguiendo la metodologia previamente descrita. Las muestras se analizaron en el
cromatégrafo de gases y los resultados fueron muy similares entre ellos, por lo que se optd

por realizar la extraccién a 30°C durante una hora.

Recuperacién de P3HB utilizando dispersiones de NaClO y Cloroformo

Ha sido reportado también el empleo de dispersiones de NaClO/Cloroformo como método
alternativo para la extracciéon de P3HB (Hahn et al, 1994; Moreno-Sarmiento et al., 2006), ya
gue el uso de este solvente facilita la extraccién del polimero, pues una vez que se libera de
la célula por accion del NaClO este puede migrar hacia el cloroformo protegiendo las

moléculas de P3HB de cualquier accidn destructiva causada por el NaClO.

5 miligramos de células liofilizadas fueron tratadas con una dispersién de 500 ul de NaClO
(2%) y 500 pl de cloroformo. Después del tratamiento a 30°C durante 1 hora, la dispersion
fue centrifugada 8000 rpm por 10 minutos, obteniéndose 3 fases. La fase superior
correspondia a la solucién de NaClO, la fase intermedia contenia desechos celulares y la fase

inferior contenia el cloroformo con el P3HB. Para recuperar el cloroformo se retird la fase
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superior con una pipeta, posteriormente el cloroformo se extrajo con una jeringa para

insulina, colocandola en otro vial para realizar la metandlisis y derivatizacién del polimero.

Una vez realizado el proceso de metandlisis y derivatizacion del P3HB, al hacer la separacion
de fases para recuperar la fase orgdnica, el volumen de muestra que se obtenia era muy
poco, por lo que no era posible realizar la cuantificacion en el cromatdgrafo de gases. Esto
podria deberse a que durante el proceso de calentamiento y recuperacién de las muestras se
pierde un volumen considerable. Como resultado de estos experimentos se desechd esta
técnica para la extraccién del P3HB debido a que era imposible realizar la cuantificacion en el

cromatégrafo de gases.
Resultado de los experimentos anteriores el protocolo de extraccién, metandlisis vy
derivatizacién del P3HB para las cepas PB11, PB12 y sus respectivas derivadas, quedé de la

siguiente manera:

Etapa de extraccion:

1. Pesar 10 mg de células liofilizadas en viales de vidrio con tapa de teflén (de 4 mL).

2. Adicionar 1 ml de NaClO al 2% (v/v) e incubar a 30°C por una hora.

3. Realizar 3 lavados agregando 1ml de agua milliQ y resuspender el polimero para
eliminar posibles restos de NaClO. Posteriormente centrifugar la muestra (8 min,

8000rpm) para eliminar el agua.

4. Agregar 500 ul de acetonay dejar secar las muestras una noche a 42°C

Etapa de metandlisis y derivatizacion:

5. Agregar 0.5 ml de H,SO4 al 10% v/v en MeOH y 25 pl de 4cido benzédico (40 mg/ml en
MeOH).
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6. Calentar la muestra (el vial cerrado perfectamente) 95°C durante 4 a 8 horas (el
tiempo depende de cada muestra, el calentamiento se detiene hasta que el liquido se

observe transparente).

7. Esperar que la muestra regrese a temperatura ambiente y agregar 0.5 ml de
cloroformo y 0.25 ml de agua milli Q. Agitar vigorosamente durante 3 ciclos de 1 min

c/u.

8. Centrifugar a 3000 rpm durante 2 min para separar las fases.

9. Tomar la fase orgdnica (la mas densa) y colocarla en viales para CG y analizar las

muestras utilizando el método P3HB2010.

Figura 22. Cromatogramas de antes y después de realizar las modificaciones al protocolo para la extraccién, metandlisis y

derivatizacion del P3HB.

Como se observa en la figura 22, antes de realizar la adaptacion del método de cuantificacion
de P3HB los cromatogramas mostraban mucho ruido, lo cual nos indicaba que el proceso de
extraccién, metandlisis y derivatizacion del polimero no se estaba llevando a cabo de forma
adecuada, impidiendo realizar una cuantificacion apropiada del mismo. Sin embargo,
después de realizar los cambios al protocolo se logré obtener cromatogramas mas limpios,
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donde solo se observan los picos de Me-HB y Me-B (estandar interno), permitiéndonos

realizar un cdlculo mas certero del contenido de P3HB en las células.

Cuantificacién de P3HB con el método de estandar interno en cromatbgrafo de gases

EL método del estandar interno tiene como objetivo compensar los errores inherentes a la
preparacién y manejo de la muestra a analizar, asi como a la variabilidad del propio sistema
de GC y método de analisis. El estandar interno es una sustancia que se afiade a todos los
estandares y las muestras en cantidad conocida y suficiente para ser determinado. Su adicién
no debe causar interferencia en el andlisis y debe proporcionar una sefial analitica similar al

analito a cuantificar pero distinguible del mismo.

EL método estd basado en que cuando las sefales del analito y del estdndar interno
responden proporcionalmente a las fluctuaciones del método y del equipo utilizado, la razén
de estas senales es independiente a dichas fluctuaciones. Compensando asi, los errores

provenientes de la manipulacién de la muestra por analizar.

Este método emplea una curva de calibracién. Las muestras se preparan colocando una
cantidad igual del estandar interno con concentraciones conocidas del analito. A
continuacion, se inyecta esta solucién, el cromatograma contiene dos picos, uno del
estandar de referencia (analito) y otro del estandar interno. La relacién de drea de estos dos
picos se grafica con respecto a la concentracion del analito (Figura 23). Finalmente, para
conocer la concentracién de una muestra desconocida, se interpola en la grafica obtenida, el
valor de la razon de area de la muestra, la cual debe contener la misma cantidad de estandar

interno que los patrones de la curva de calibrado.
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Curva de calibracion P3HB

AHB!"ABE: 03578(mgp3HB) -0.021

4 R? =0.9952
0 - T T T T T 1
05 0 2 4 6 8 10 12

Figura 23. Curva de calibracion para la cuantificacion de P3HB en cromatdgrafo de gases.
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Anexo 2: Produccion cientifica

e VIl Congreso Internacional de Ingenieria Bioquimica. Organizado por el Colegio
Mexicano de Ingenieros Bioquimicos A.C.

Marzo, 2012; Ixtapa-Zihuatanejo, Gro.

e XXIX Congreso Nacional de Bioquimica. Organizado por la Sociedad Mexicana de
Bioquimica A.C.

Noviembre, 2012; Oaxaca, Oax.

e XV Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria.

Junio, 2013; Cancun, Q. Roo.
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