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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

(R)-3HB (R)-3-hidroxibutirato

(R)-3HB-CoA  (R)-3-hidroxibutiril-Coenzima A

1,3-BDO 1,3-Butanodiol

AAc-CoA Acetoacetil-Coenzima A

Ac-CoA Acetil-Coenzima A

aceA Gen que codifica para la isocitrato liasa

AceA Isocitrato liasa

acs Gen que codifica para la acetil-CoA sintasa

Acs Acetil-CoA sintasa

actP Gen que codifica para el transportador de acetato ActP

ActP Transportador de acetato tipo simporte

aldH Gen que codifica para la enzima aldehido deshidrogenasa de R. eutropha

AldH Aldehido deshidrogenasa de R. eutropha

alrD Gen que codifica para la enzima aldehido reductasa de R. eutropha

AlrD Aldehido reductasa de R. eutropha

cAMP AMP-ciclico

CDW Peso seco celular (en inglés: Cellular Dry Weight)

Cia Concentracion de oxigeno en el seno del liquido (mmol O2/L)

Cua” Concentracion de oxigeno en el seno del liquido en condiciones de saturacién
(mmolO2/L)

CRP Proteina receptora de cAMP

FRT Sitio de reconocimiento para flipasa (en inglés: Flippase Recognition Target)

gapA Gen que codifica para la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de E. coli

GapA Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de E. coli (dependiente de NAD")

GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

gapN Gen que codifica para la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de S. mutans

GapN Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de S. mutans (dependiente de NADP™)

Gnd 6-fosfogluconato deshidrogenasa

GPa Gigapascales (1x10° Pascales)

HA’s Acidos (R)-hidroxialcanoicos

HAC Acido acético

HFor Acido férmico

idhA Gen que codifica para la isocitrato deshidrogenasa

IdhA Isocitrato deshidrogenasa



IPTG Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido

kia Coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (h?)
MPa Megapascales (1x10° Pascales)

NAD(H) Nicotinamida adenina dinucleétido (reducida)

NADP(H)  Nicotinamida adenina dinucleoétido fosfato (reducida)

OTR Velocidad de transferencia de oxigeno (en inglés: Oxygen Transfer Rate,
mmolO2/Lh)

OUR Velocidad de consumo de oxigeno (en inglés: Oxygen Uptake Rate, mmol O2/Lh)

PDH Complejo de la piruvato deshidrogenasa

PF Ruta de las pentosas fosfato

PFL Piruvato:formiato liasa

pflA Gen que codifica para el activador de la piruvato:formiato liasa

PflA Activador de la piruvato:formiato liasa

pflB Gen que codifica para la piruvato:formiato liasa

PHB Poli-3-hidroxibutirato

PhbA B-cetotiolasa

phbA Gen que codifica para la enzima B-cetotiolasa

PhbB Acetoacetil-Coenzima A reductasa

phbB Gen que codifica para la enzima Acetoacetil-Coenzima A reductasa

PhbC PHB sintasa

phbC Gen que codifica para la enzima PHB sintasa

poxB Gen que codifica para la piruvato oxidasa

PoxB Piruvato oxidasa

PPARy Factor de transcripcion receptor de peroxisoma-proliferador-activado gamma

go2 Velocidad especifica de consumo de oxigeno (mmol Oz2/gcowh)

Qr Velocidad volumétrica de generacién del producto (gproducto/Lh)

Qs Velocidad volumétrica de consumo de sustrato (g/Lh)

RpoS Reguldn de respuesta a estrés nutricional de E. coli

TCA Ciclo de los &cidos tricarboxilicos

TesB Tioesterasa Il

tesB Gen que codifica para la enzima Tioesterasa |l

vvm Volumen de aire por volumen de medio de cultivo por minuto (L aire/L medio*min)

Yeis Rendimiento de generacion de producto respecto al sustrato (g producto/g sustrato)

Yxis Rendimiento de concentracion celular con respecto al sustrato (gcow/Qsustrato)

Zwf Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

y Velocidad especifica de crecimiento celular (1/h)
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RESUMEN

El (R)-3-hidroxibutirato (R-3HB) es uno de los cuerpos cetonicos producidos
por mamiferos bajo condiciones de inanicidén con la finalidad de generar energia a
partir de su oxidacion en Acetil-CoA. En algunos microorganismos se lleva a cabo
un proceso con el mismo proposito, el cual consiste en la polimerizacion de varias
moléculas de (R)-3HB para dar lugar al polihidroxibutirato (PHB), un polimero que
es también empleado como reservorio de energia. EI PHB, desde hace décadas,
se ha propuesto como sustituto de los plasticos convencionales gracias a sus
propiedades termofisicas. Por otro lado, la produccion del monémero de (R)-3HB
ha ganado importancia gracias a sus diversas aplicaciones, principalmente en las

areas médica y farmacéutica.

En este trabajo, se propuso la produccion de (R)-3HB a través de ingenieria
de vias metabdlicas en el microorganismo modelo E. coli usando glicerol como
fuente de carbono. Para este propdsito, se generaron mutantes a partir de la cepa
de E. coli MG1655 (DE3), a las que les fueron interrumpidas rutas que llevan a la
produccion de acetato (pta, FRO1) y formiato (pflB, FR02). Asi como una doble
mutante (AptaApfiB, FR03), con la finalidad de incrementar la disponibilidad de
carbono para la generacion de (R)-3HB. La produccion de (R)-3HB se promovio
utilizando el vector pTrc-R3HB, que contiene a los genes phbA y phbB de A.
vinelandii, asi como la sobreexpresion del gen tesB de E. coli (Garcia-Benitez,
2016). Asi mismo, para este trabajo se disefidé una via alternativa que acopla el
consumo de glicerol con mayor generacion de NADH y NADPH, siendo este ultimo
indispensable para la produccién de (R)-3HB. Esta ruta secundaria se compone por
los genes alrD y aldH de R. eutropha, en el vector pACYCDuet-Gly (sistema AlrD-
AldH). Se probaron las cepas con las vias sintéticas de produccién y consumo de
glicerol de manera independiente; de igual manera, ambas rutas se evaluaron en
conjunto utilizando un sistema de dos vectores y, por ultimo, en un vector que
contenia ambas vias (pACYCDuet-Gly-R3HB).
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Al cultivar las cepas transformadas con el vector pTrc-R3HB bajo
condiciones limitantes de oxigeno en fermentadores de 1 L, el rendimiento
producto-sustrato incrementé del 12 al 30%, con respecto al maximo tedrico,
cuando se compard la cepa silvestre MG1655 (DE3) con las mutantes FRO1 y
FRO2, respectivamente. Similarmente, la productividad volumétrica fue mas de dos
veces mayor en las mutantes. Al comparar las cepas transformadas con el vector
pTrc-R3HB, la doble mutante FRO3/pTrc-R3HB produjo (R)-3HB como compuesto
mayoritario (28.4% C-mol), presentando una concentracion considerablemente
menor de otros acidos organicos. Sin embargo, en términos de productividad , la

cepa FRO2/pTrc-R3HB mostré mejores valores.

Sin embargo, cuando las cepas MG1655 (DE3) y FRO1 transformadas con
el vector pACYCDuet-Gly-R3HB se evaluaron, no se obtuvo el incremento en la
velocidad de consumo de glicerol ni en la produccion de (R)-3HB. De tal manera
que se evalué: (1) un sistema de produccién transformando a estas cepas con dos
vectores (pTrc-R3HB y pACYCDuet-Gly) y (2) disminuir las condiciones de
temperatura y agitacion, con el fin de promover una mejor actividad en las proteinas
heter6logas manteniendo la limitacibn de oxigeno disuelto. El sistema de dos
vectores permitio incrementar un 5% el rendimiento producto-sustrato en las cepas
MG1655 (DE3) y FRO1. Por otro lado, al disminuir la temperatura y agitacion del
cultivo se logro dirigir mas del 70% del carbono disponible, en la fase de produccion,
hacia metabolitos de fermentacion, de los cuales alrededor del 10% se utilizaron
para la sintesis de (R)-3HB. No obstante, gran parte del carbono restante se
acumulé en forma de piruvato. Los resultados observados permiten sugerir que es
necesario realizar un estudio detallado de transferencia de oxigeno, el cual permita
encontrar las condiciones de cultivo mas favorables para maximizar la produccién
de (R)-3HB.
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I. INTRODUCCION

El (R)-3-hidroxibutirato (R-3HB) es una molécula quiral de cuatro carbonos
con un grupo hidroxilo y un carbonilo, distribuida ampliamente en células de
mamiferos como cuerpo cetonico a bajos niveles de glucosa. Asi mismo, varios
microorganismos producen polihidroxibutiratos (PHB), compuestos lipidicos
biodegradables de alto peso molecular, formados por la esterificacion intracelular
de monomeros de 3HB como respuesta a un exceso de carbono y baja
disponibilidad de otros nutrientes en el medio (Liu et al., 2007). El esterecisémero
(R)-3HB ha generado gran interés por su uso como precursor para producir
compuestos 6pticamente activos, gracias a que sus grupos -OH y —COOH pueden
modificarse quimicamente para dar lugar a diferentes compuestos, principalmente
antibioticos y diversos farmacos (Seebach et al., 1986; Ren et al., 2010; Boaz,
2012). Asi mismo, la esterificacion del (R)-3HB con moléculas como 1,3-butanodiol
ha despertado gran interés, ya que el éster resultante puede utilizarse en
tratamientos de cetosis controlada para mejorar el rendimiento fisico y cognitivo,
ademas de significar una alternativa util para diferentes desérdenes metabdlicos
(Murray et al., 2016).

Se ha reportado la obtencion de (R)-3HB a partir de la degradacion in vitro
del PHB por acidodlisis, esterificacion con metanol o digestion con enzimas
despolimerasas. En cambio, en el caso de sistemas in vivo se han llevado a cabo
estrategias para la produccion de (R)-3HB en cepas recombinantes de Escherichia
coli, con base en la expresion heterdloga de genes de las bacterias Ralstonia
eutropha y Azotobacter vinelandii, entre otras. Una de las opciones es introducir la
ruta de sintesis de (R)-3HB en E. coli mediante la condensacion de dos moléculas
de acetil-CoA (Ac-CoA), por la accién de una tiolasa, para generar acetoacetil-CoA
(AAc-CoA), que posteriormente es reducida a (R)-3-hidroxibutiril-CoA (R-3HB-Co0A)
por una deshidrogenasa dependiente de NADPH; por altimo, la remocién de CoA
mediante una tioesterasa, para obtener (R)-3HB (Tseng et al., 2009). Liu et al.
(2007) construyeron un sistema de expresion con las enzimas B-cetotiolasa (phbA)

y acetoacetil-CoA reductasa (phbB) de R. eutropha en E. coli, asi como la
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sobreexpresion de una tioesterasa Il homéloga (tesB). Con el fin de obtener el
monomero de (R)-3HB, se excluyo a la PHB sintasa (phbC), ultimo componente del

operén phbABC nativo de R. eutropha.

Por otro lado, se estima que en el cultivo de microorganismos para la
produccion de moléculas que funcionan como bloques de construccion, mas del
50% de los costos de produccion se atribuyen a la materia prima, por lo que el
aprovechamiento de residuos provenientes de otros procesos podria disminuir
estos costos. El glicerol es un subproducto de la generacién de biodiesel, como
resultado de la transesterificacién de triglicéridos con metanol. Aproximadamente
un 10% en peso del biodiesel corresponde a glicerol crudo, lo cual implica un gran
problema para las compafilas productoras de este biocombustible. A nivel
laboratorio, el glicerol ha sido aprovechado como fuente de carbono en procesos
de fermentacion para obtener otros compuestos, tales como 1,3-propanodiol,
dihidroxiacetona, bioetanol, acido propionico y succinico, entre otros (Dobson et al.,
2012).

Algunos microorganismos como R. eutropha, Pseudomonas sp., o Z.
denitrificans tienen la capacidad de consumir glicerol y acumular PHB
intracelularmente, hasta un 70% de su peso seco, pero los métodos de lisis y
purificacion disminuyen los rendimientos y pueden representar hasta el 30% del
costo total del proceso a escala industrial (Mothes et al., 2007; lbrahim &
Steinbiichel, 2009; Levett et al., 2016). Shah et al. (2014) obtuvieron una cepa
recombinante de E. coli capaz de alcanzar hasta 30% en peso de PHB (g PHB/g
células), luego de expresar las enzimas aldehido reductasa (AIrD) y aldehido
deshidrogenasa (AldH) de R. eutropha para optimizar el consumo de glicerol. La
proteina AlrD es una oxidorreductasa dependiente de NADPH, la cual reduce
aldehidos a su alcohol correspondiente, asi como la reaccion reversible; mientras
que AldH cataliza la oxidacion de aldehidos a acidos carboxilicos mediante la
reduccion de NAD* a NADH. Sin embargo, no existen reportes de la sintesis

biotecnolégica de (R)-3HB utilizando glicerol como fuente de carbono.
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En nuestro grupo de investigacion, Garcia-Benitez (2016) evalud la
produccion de (R)-3HB comparando glucosa y xilosa como fuentes de carbono con
diferentes cepas de E. coli modificadas por ingenieria de vias metabdlicas.
Considerando lo reportado anteriormente, Garcia-Benitez construyo el vector pTrc-
R3HB que contiene los genes phbAy phbB de A. vinelandii, asi como el gen tesB
de E. coli, sobreexpresando los tres genes bajo un mismo promotor inducible por
IPTG. Al evaluar la cepa silvestre MG1655 (DE3)/pTrc-R3HB bajo condiciones
limitantes de oxigeno, se obtuvo una productividad de 0.59 g/Lh, la mas alta
reportada hasta ese momento en E. coli a partir de glucosa. En reportes posteriores,
Garcia-Benitez clon6 el gen gapN de S. mutans rio arriba del operén mencionado
en el plasmido pTrc99A, con base en lo reportado por Centeno et al. (2014),
obteniendo una mayor disponibilidad de NADPH y por tanto mayores rendimientos
de produccion de (R)-3HB.
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[Il. ANTECEDENTES
2.1 (R)-3-hidroxibutirato
2.1.1 Generalidades y aplicaciones

Los acidos (R)-hidroxialcanoicos (HA’s) en general son utilizados como
precursores quirales de moléculas mas complejas al contener al menos dos grupos
funcionales como lo son sus grupos hidroxilo y carboxilo, asi como por la facilidad
técnica de modificarlos quimicamente. El (R)-3-hidroxibutirato (R-3HB) es un
hidroxialcanoato de cuatro carbonos que ha cobrado gran interés por su uso como
precursor de compuestos opticamente activos. Entre sus aplicaciones esta su uso
como precursor del anillo macrociclico del antibiético azalomicina B, cuya
administracion en dosis bajas ha mostrado efectos antitumorales en diversas lineas
celulares (Seebach et al., 1986; Lee et al., 1997; Zhao et al., 2015). El (R)-3HB se
ha empleado también como tratamiento médico para choques hemorragicos y
guemaduras, hipoxia, anoxia e isquemia cerebral; ademas se ha reportado su
efecto regenerador de energia en mitocondrias del tejido cardiaco y su efecto para
reducir la tasa de muerte en modelos de células neuronales humanas inducidas

con Parkinson o Alzheimer (Ren et al., 2010).

En mamiferos, el (R)-3HB es uno de los cuerpos ceténicos producidos por
el higado como respuesta a bajos niveles de glucosa, fungiendo asi como
combustible alternativo para el cerebro, 6rgano que lleva a cabo sus requerimientos
energéticos principalmente de cuerpos cetdnicos bajo condiciones de inanicion, asi
como otros tejidos extra-hepaticos como corazén y musculos. De este modo, el
metabolismo de (R)-3HB puede promover el restablecimiento de los niveles de
glucogeno y proteinas gluconeogénicas, situacion que ha sido aprovechada al
inducir el cuerpo humano a estados cetogénicos mediante periodos prolongados
de ayuno. Sin embargo, se ha visto que estos periodos de ayuno pueden
incrementar la concentracion de colesterol y acidos grasos libres en sangre,
aumentando la predisposicion de arteriosclerosis o la activacion del factor de

transcripcion PPARy (el cual participa desacoplando proteinas del metabolismo
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cardiaco) (Murray et al., 2016). Con base en estos efectos, se ha estudiado la
ingesta de un éster de etil-(R)-3HB y 1,3-butanodiol (conocido como éster cetona o
(R)-3-hidroxibutil-(R)-3-hidroxibutirato); un compuesto que es hidrolizado por
lipasas intestinales y metabolizado por células hepaticas a (R)-3HB y acetoacetato.
Dicho éster cetona puede ser redirigido al torrente sanguineo por medio de
transportadores de monocarboxilatos (MCT) hasta la matriz mitocondrial, en donde
es metabolizado a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), a cuatro
moléculas de acetil-CoA. Ademas, la alta concentracidn de estos cuerpos cetonicos
en sangre inhibe al receptor PUMA-G, mismo que controla la adipdlisis y por tanto

la liberacion de acidos grasos en la circulacion (Cox & Clarke, 2014).

Por otro lado, algunas bacterias producen poli-3-hidroxibutirato (PHB), un
polihidroxialcanoato de alto peso molecular formado por la esterificacion de
monomeros de (R)-3HB, como un almacén de energia generado por condiciones
de carbono en exceso y baja disponibilidad de otros nutrientes en el medio, p. ej.
nitrégeno (Ralstonia eutropha), fésforo (Rhodospirillum rubrum) o limitacion de
oxigeno (Azotobacter vinelandii) (Liu et al., 2007; Lemos & Mina, 2015). El PHB se
ha utilizado como un sustituto biodegradable de plasticos derivados del petréleo,
tales como el polipropileno (PP; que tarda hasta cientos de afios en ser degradado),
y con el cual comparte varias propiedades termofisicas (Tabla 1). Por otra parte, el
proceso de produccion de PHB presenta ciertas limitaciones econdmicas debido
principalmente a los altos costos de las fuentes de carbono y recuperacion del
polimero a gran escala. Ademas, el impacto ambiental en el proceso puede ser
equiparable o superior a la produccion de polimeros sintetizados quimicamente,
dados los requerimientos energéticos y residuos generados en las etapas de

separacion y purificacion (Naranjo-Vasco, 2010; Chandani et al., 2018).
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Tabla 1. Propiedades fisicas del poli-3-hidroxibutirato (PHB) y el polipropileno (PP) (Adaptado de
Kessler & Witholt, 1999; Lemos & Mina, 2015).

PROPIEDAD PHB PP
Temperatura de fusion (°C) 177 176
Cristalinidad (%) 60 50-70
Médulo de Young (GPa) 3.5 1.7

Fuerza de tensién (MPa) 43 38
Extension al quiebre (%) 5 400

2.1.2 Produccién de (R)-3HB por métodos quimicos y enzimaticos

La obtencion de enantibmeros puros, como es el caso del (R)-3HB, es de
especial importancia por su uso como bloques de construccion en diversos sectores
industriales, p. ej. en la produccién de suplementos alimenticios, farmacos,
cosmeéticos, fragancias y saborizantes (Ren et al., 2010). En el caso de farmacos,
la obtencién de compuestos con mezclas racémicas puede implicar un aumento de
las dosis requeridas, ocasionado por la reducida o nula actividad de alguno de los
estereoisdmeros, que incluso podria llevar a la manifestacién de efectos adversos.
Por ende, la produccion de moléculas quirales Opticamente puras cobra gran
atencion en este rubro. No obstante, un proceso quimico estereoselectivo
generalmente requiere de catalizadores quirales costosos, al igual que el
establecimiento de condiciones fisicas fuertes y el uso de solventes, métodos que
no garantizan la ausencia de productos secundarios no deseables (Tseng et al.,
2009). Ademas de la sintesis, se han reportado métodos quimicos para la obtencion
de (R)-3HB a partir de la degradacion de PHB con solventes a altas temperaturas
y alcohdlisis &cidas, seguidas por procesos de purificacion con bases fuertes o
destilacién fraccionada que complican el proceso, ademas de elevar el costo de
produccion (Seebach et al., 1993; Lee et al., 2000; de Roo et al., 2002).

A diferencia de los procesos quimicos, las reacciones enzimaticas son
altamente estereoselectivas y pueden realizarse en soluciones acuosas bajo
condiciones suaves (Tseng et al., 2009). De esta forma se han hecho estudios como
el realizado por Lee et al. (1999), quienes, a partir del metabolismo de A. latus para

produccion y degradacion de PHB, aprovecharon las enzimas despolimerasas de
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dicho microorganismo para obtener hasta 117 g/L de (R)-3HB, correspondiente a

un rendimiento producto-glucosa de 0.84 g/g.

2.1.3 Produccién de (R)-3HB por ingenieria de vias metabdlicas en E. coli

Otra estrategia que se ha utilizado para la producciéon de (R)-3HB, como la
de muchos otros productos de interés, ha sido la ingenieria de vias metabdlicas de
microorganismos. Esta area puede conceptualizarse como el analisis sistematico
de los flujos metabdlicos en un organismo con base en técnicas de biologia
molecular para mejorar sus propiedades celulares, implementando modificaciones
genéticas racionales tales que constituyan un marco de datos de expresion génica,
proteinas presentes y la distribucion de flujos metabdlicos in vivo (Koffas et al.,
1999).

Bajo este concepto, Lee & Lee (2003) expresaron las rutas de biosintesis y
degradacion de PHB de R. eutropha H16 en una cepa de E. coli XL1-Blue. Para
esto emplearon un sistema de dos pldsmidos: uno conteniendo a los genes de
sintesis phbA (B-cetotiolasa), phbB (AAc-CoA reductasa) y phbC (PH3B sintasa)
(Figura 1); mientras que el otro plasmido incluia al gen phbZ (PHB depolimerasa).
Los autores obtuvieron titulos de 9.9 g/L de (R)-3HB, una productividad volumétrica
de 0.18 g/Lh y un rendimiento producto/sustrato de 0.495 g/g (85.6% del méaximo
tedrico, Ywmaxt = 0.578 g/g) en un fermentador bajo condiciones aerobias con 20 g/L
de glucosa como fuente de carbono, y un tratamiento alcalino final para hidrolizar
los dimeros de (R)-3HB resultantes (NaOH 10 N, 95 °C, 2 h).

Posteriormente, Liu et al. (2007) propusieron sustituir el sistema de
biosintesis-degradacion de PHB por una ruta de sintesis directa de (R)-3HB. Para
esto transformaron una cepa de E. coli BW25113 con un plasmido que contenia los
genes phbA, phbBYy, en lugar del gen phbCge (PHB sintasa), sobreexpresaron tesB
de la propia E. coli (Figura 1). El gen tesBec codifica para una tioesterasa Il de acil-
CoA capaz de transformar al (R)-3-hidroxibutiril-CoA en su acido graso de cadena
corta, (R)-3HB. Con esta cepa consiguieron producir 12.2 g/L de (R)-3HB, con una
productividad volumétrica de 0.51 g/Lh y rendimiento producto/sustrato de 0.32 g/g
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(55% del maximo tedrico), usando un cultivo aerobio en fermentador con 20 g/L de
glucosa. Utilizando la misma ruta metabdlica, Tseng et al. (2009) compararon la
capacidad de produccion del mondmero en las cepas E. coli MG1655 (DE3) vy
BL21Star (DE3) a nivel matraz en condiciones aerobias con 20 g/L de glucosa.
Estos investigadores encontraron que MG1655 (DE3) produjo 2.93 g/L de (R)-3HB,
mientras que BL21Star (DE3) 2.08 g/L. También reportan que la primera cepa
mostré menor cantidad de acetato residual en el medio de fermentacion, sugiriendo
que un mayor flujo de acetil-CoA se estaba dirigiendo a la biosintesis de (R)-3HB;
ademas enfatizan que una mayor relaciébn de los equivalentes reductores
NADPH/NADP* con respecto a NADH/NAD™* resulta en una mayor reduccion del

AAc-CoA por la enzima PhaBre y por tanto una mayor sintesis de (R)-3HB.

Recientemente, en nuestro grupo de investigacion, Garcia-Benitez (2016)
acoplo los genes phbA y phbB de Azotobacter vinelandii con la sobreexpresion de
tesB en E. coli MG1655 vy, bajo limitaciones de oxigeno en fermentador de 1 L con
40 g/L de glucosa, alcanzé titulos de 10.4 g/L de (R)-3HB, 0.59 g/Lhy 0.27 g/g (47%
del maximo tedrico), lo que corresponde a la productividad volumétrica mas alta
reportada para una cepa de E. coli. Posteriormente, Garcia-Benitez consiguio
incrementar estos titulos cerca de un 50% luego de integrar el gen gapN de
Streptococcus mutans en el mismo plasmido conteniendo su operdn de sintesis de
(R)-3HB. El gen gapN codifica para la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) (Centeno-Leija, 2013), enzima que acopla una reaccion de o6xido-
reduccion a la generacion de NADPH y no NADH (como lo hace la enzima nativa
en E. coli), incrementando asi los niveles de NADP* reducido y favoreciendo la
generacion de (R)-3HB.
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Fig. 1. Ruta de sintesis de (R)-3HB (Modificado de Lee & Lee (2003) y Liu et al., 2007)
(1) Glucosa; (2) Acetil-CoA, (3) Acetoacetil-CoA; (4) (R)-3-hidroxibutiril-CoA,; (5) Poli-(R)-3-

hidroxibutirato; (5) (R)-3-hidroxibutirato (linea punteada); PhbA: B-cetotiolasa; PhbB: Acetoacetil-CoA
reductasa; PhbC: PHB sintasa; TesB: Tioesterasa Il.

2.1.4 Disponibilidad del cofactor NADPH y acetil-CoA

La generacion de poder reductor durante el metabolismo de E. coli es
indispensable para mantener las reacciones anabdlicas y catabdlicas, pues se
requiere NADH (nicotinamida adenina dinucleétido) o NADPH (nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato) dependiendo de la reacciéon de éxido-reduccioén. El
NADH es producido mayoritariamente durante la glucdlisis y el ciclo de los acidos

tricarboxilicos, por accion de la enzima GAPDH y posteriormente por el complejo
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piruvato deshidrogenasa (PDH), generandose 4 moléculas por mol de glucosa.
Posteriormente, se forman 3 moléculas de NADH por cada Ac-CoA en el ciclo de
los acidos tricarboxilicos (TCA). Este cofactor tiene diferentes papeles dependiendo
si la bacteria crece en condiciones aerobias 0 anaerobias, ya que en presencia de
oxigeno el NADH participa en la transferencia de electrones durante la fosforilacion
oxidativa, impulsando la generacion de ATP; mientras que en anaerobiosis es
utilizado para mantener el equilibrio redox, transfiriendo los electrones a productos
de fermentacion como &cido lactico o etanol para regenerar el NAD* que se requiere

en las reacciones de la glucdlisis.

El NADPH, por su parte, es generado mayormente en la via oxidativa de las
pentosas fosfato (PF) por las enzimas glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Zwf) y 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (Gnd). Otra fraccion de NADPH resulta del TCA por
accion de la enzima isocitrato deshidrogenasa (Icd) de E. coli (Centeno-Leija,
2013). De igual modo E. coli cuenta con las enzimas transhidrogenasas PntAB y
UdhA; la primera ubicada en membranay la segunda en el citosol. Ambas proteinas
constituyen un sistema de interconversion entre NAD(H) y NADP(H), segun los
requerimientos biosintéticos (Romero-Pérez, 1998). Dicho lo anterior, una
insuficiencia en la cantidad de NADPH (utilizado en anabolismo de lipidos,
aminoécidos y nucledtidos) tiende a afectar los rendimientos en la obtencion de
metabolitos de interés cuya via de sintesis requiera de este cofactor, por lo que se
han seguido diferentes estrategias para incrementar su disponibilidad. Por ejemplo,
con la expresion de una GAPDH heteréloga (gapN) que genera NADPH, utilizado
por la AAc-CoA reductasa en la sintesis de PHB y (R)-3HB, se han reportado
mayores rendimientos con respecto a la cepa silvestre E. coli MG1655 (Centeno-
Leija, 2013; Garcia-Benitez 2016). Otros enfoques han propuesto la modulacion de
la ruta de pentosas fosfato al sobreexpresar zwf y/o gnd, o bien, modulando el

sistema de transhidrogenasas con la sobreexpresion de Udha (Lee et al., 2013).

Ademas del NADPH, la concentracion del acetil-CoA es un factor limitante
en la produccion de (R)-3HB al tratarse de un intermediario directo que es también

indispensable para numerosas rutas de biosintesis y regulacion (Centeno-Leija,
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2013). En algunos estudios se ha observado que la capacidad limitada del
metabolismo oxidativo de E. coli puede ser la responsable de desviar la
transformacion de acetil-CoA hacia metabolitos de sobreflujo como acido acético
(Figura 2), ya que altas tasas de crecimiento y la demanda en los requerimientos
anabalicos y catabdlicos exceden la capacidad del metabolismo celular, de modo
gue el microorganismo utiliza esta ruta para intentar reestablecer sus niveles de
ATP y NADH (Han et al., 1992).

(1) CH,OH
0
OH
HO OH
$ OH
2
(2) o FAD
FADH,
o PoxB
0
CoA co2
PDH -t’”m”
(3) 0 Con (4 2 ae (50 O
S-CoA Pi P o

J AckA
P app ' °
Acs /

Fig. 2. Rutas de sintesis de acido acético en E. coli.

CoA

(1) Glucosa; (2) Piruvato; (3) Acetil-CoA,; (4) Acetil fosfato, P = POg; (5) Acetato; Pta: Fosfato acetil
transferasa; AckA: Acetato cinasa; Acs: Acetil-CoA sintetasa; PoxB: Piruvato oxidasa; PDH:
Piruvato deshidrogenasa.
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Sin embargo, el acetato es uno de los mayores subproductos en aquellos
bioprocesos que utilizan E. coli como sistema de produccion. Su excrecién y
acumulacion en cultivos aerobios con glucosa como fuente de carbono puede llevar
a numerosos efectos negativos como inhibicion del crecimiento, pérdida de
carbono, disminucién en la produccion de proteinas recombinantes, etcétera
(Castario et al., 2009). Utilizando glucosa como fuente de carbono, se ha visto que
la via Pta-AckA, ruta principal en la sintesis de acetato, juega un papel central en
el flujo bidireccional in vivo de acetato en E. coli, comparado con la segunda ruta
mas importante controlada por PoxB (Enjalbert et al., 2017). Una opcién para
redireccionar el flujo de Ac-CoA hacia la produccion de (R)-3HB podria ser la
eliminacioén de la ruta Pta-AckA, aunque se ha encontrado que los parametros de
velocidad especifica de crecimiento (M) y rendimiento de biomasa-sustrato pueden
verse afectados, asi como posibles incrementos en la formacion de lactato y
formiato (Peebo et al., 2014). No obstante, Centeno-Leija (2013) reporta cantidades
despreciables de acetato luego de eliminar el operén pta-ackA del cromosoma de
E. coli MG1655 para impulsar el flujo de Ac-CoA, a partir de glucosa, hacia la
produccion de PHB en cultivo aerobio. En otro trabajo, Castafio et al. (2009) analizé
la relevancia del gen pta en el nodo acetato/acetil-CoA, para lo cual eliminaron dicho
gen del cromosoma de E. coli y, luego de cultivar la cepa con glucosa en
condiciones aerobias, observaron una tasa practicamente nula en la produccién de
acetato (7.70 mmol/gh vs 0.52 mmol/gh en Apta), sin verse afectada la velocidad

especifica de crecimiento.

2.2 Glicerol

2.2.1 Usos del glicerol y su metabolismo en E. coli

El glicerol es un alcohol viscoso, inoloro e incoloro que presenta tres grupos
hidroxilo, volviéndolo un liquido altamente soluble en agua. Este compuesto es el
mayor componente de los triglicéridos presentes en grasas animales y aceites
vegetales, aunque es mayormente conocido por ser el principal subproducto en la

produccion de biodiesel, jabon y acidos grasos (Quispe et al., 2013). Es por esta
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razon que ha cobrado mayor atencion en la dltima década, pues comprende hasta
el 10% en peso del biodiesel que se produce como biocombustible. Por cada 3
moléculas de metil-ésteres se obtiene 1 mol de glicerol. Para el afio 2016 la
produccion mundial de biodiesel llegd a mas 34 millones de toneladas, siendo EUA
el pais con mayor capacidad productora al generar casi 20% del total a partir de
aceites vegetales principalmente. Por este motivo, el costo del glicerol ha
disminuido rapidamente conforme se han desarrollado mas industrias productoras
de biodiesel en varios paises; de modo que actualmente alcanza valores de 0.088
USD/kg para glicerol crudo (~80% pureza) y 1.04 USD/kg para el glicerol refinado
(99.7% pureza) (Oleoline, 2020). Por consecuencia, el glicerol representa un gran
obstaculo desde el punto de vista econdmico para las compafias productoras de
biodiesel, de manera que ha sido propuesto como materia prima para su
transformacion en productos de mayor valor agregado, primordialmente en el area
quimica (Anitha et al., 2016; UFOP, 2017; Oleoline, 2018).

El uso del glicerol en procesos de biosintesis no es la excepcién, pues se ha
estudiado su eficiencia como fuente de carbono para la obtencion de alcoholes
(etanol, propanol, 1,3-propanodiol, 2,3-butanodiol), hidrégeno y acido succinico por
microorganismos como Enterobacter aerogenes, Clostridium butyricum,
Actinobacillus succinogenes y Escherichia coli, principalmente (Anitha et al., 2016).
Dado que el glicerol es una molécula con un alto grado de reduccion (4.67 para
glicerol en comparacion de 4.00 para la glucosa), E. coli puede metabolizarlo para
obtener mas equivalentes reductores (Figura 3), lo cual tiene un efecto directo en
el metabolismo al llevar el flujo de carbono hacia la sintesis de productos mas
reducidos para mantener un balance redox (Van Briesen, 2002; De Almeida et al.,
2010).
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Fig. 3. Metabolismo aerobio del glicerol en E. coli.

(1) Glicerol; (2) Glicerol-3-fosfato; (3) Dihidroxiacetona-fosfato; (4) Gliceraldehido-3-fosfato; (5)
Acetil-CoA; PF: Ruta de las pentosas fosfato; TCA: Ciclo de los &cidos tricarboxilicos; GIpK:
Glicerol-fosfato-cinasa; GlpD: Glicerol-fosfato-deshidrogenasa; TIM: Triosa-fosfato-isomerasa.

26



2.2.2 Biosintesis de PHB a partir de glicerol

Existen numerosos estudios sobre bacterias capaces de asimilar el glicerol
como fuente de carbono para acumular PHB intracelular de forma natural, entre los
que se encuentran R. eutropha, Pseudomonas sp. y Zobellella denitrificans, asi
como cepas recombinantes de E. coli con los mecanismos necesarios para
sintetizar este polimero por las vias mostradas en las Figuras 1 y 3 (lbrahim &
Steinbiichel, 2009).

Shah et al., (2014) diseflaron una cepa recombinante de E. coli con la
capacidad de producir PHB y etanol de manera simultanea a partir de glicerol crudo.
En este estudio se acoplaron las enzimas AlrD (aldehido reductasa) y AldH
(aldehido deshidrogenasa) de R. eutropha para consumo de glicerol,
incorporandolo como 2-fosfoglicerato en la glucolisis. De igual manera, se expreso
el operén phbABC de este mismo microorganismo para la sintesis del (R)-3HB. Lo
interesante de este sistema heter6logo es que AlrD cataliza la oxidacion de un
alcohol a su forma aldehido, en una reacciéon que ademas genera NADPH (ver
Figura 4 mas adelante). Esto es ventajoso dado que, como ya se ha mencionado
anteriormente, la disponibilidad de NADPH es un factor clave en la sintesis de PHB
y (R)-3HB al ser requerido por la enzima PhbB (AAc-CoA reductasa). Estos autores
llevaron a cabo un cultivo aerobio con 30 g/L de glicerol crudo (80% pureza)
utilizando un sistema de dos plasmidos: uno con los genes alrD y aldHy otro con el
operén phABC. El titulo de PHB obtenido al acoplar la via de consumo heteréloga
aumentd al doble con respecto al que se obtuvo sin acoplar dicha ruta (1.95 g/L vs
0.87 g/L). De igual manera observaron que cuando E. coli expresaba esta ruta
heteréloga conseguia incorporar practicamente todo el glicerol presente en el medio
(98.2%), mientras que de forma nativa apenas consumia mas de la mitad del
glicerol (59.73%).
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l1l. JUSTIFICACION

El glicerol es un subproducto abundante en la industria de produccion de
jabén y biodiesel. Debido al crecimiento de este sector en los ultimos afios, se ha
propuesto al glicerol como fuente de carbono para la obtencion de moléculas de
interés industrial, mediante diversas estrategias de ingenieria de vias metabdlicas
con un microorganismo modelo, como E. coli. Entre estas moléculas se encuentra
el (R)-3HB, un mondémero quiral con potencial para utilizarse como bloque de
construccion de moléculas mas complejas, asi como por sus caracteristicas

energeéticas.

Considerando lo anterior, y con base en diversos estudios, se propuso la
construccion de una cepa recombinante de E. coli capaz de incorporar glicerol de
forma eficiente para la sintesis de (R)-3HB. Para esto se plante6 emplear un operén
con los genes phbAay, phbBay y tesBec (obtenido previamente) para la sintesis de
(R)-3HB, acoplado a un sistema heterélogo con los genes alrDge y aldHre, donde
el glicerol se incorpora a la glucdlisis a partir del 2-fosfoglicerato. Esta ruta tiene el
potencial de generar mayor concentracion de NADPH intracelular, cuya
disponibilidad es clave durante la sintesis de (R)-3HB. Ademas, se plantea la
inactivacion del gen pta del cromosoma, involucrado en la ruta Pta-AckA de sintesis
y consumo de acetato; asi como el gen pfiB, a fin de evitar la coproduccion de
formiato. Estas eliminaciones permitiran aumentar la disponibilidad de precursores

como acetil-CoA y piruvato para la produccion de (R)-3HB.
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IV. HIPOTESIS

La integracion del sistema heter6logo AlrD-AldH favorecera el consumo y

metabolismo de glicerol, asi como la produccion de (R)-3HB en cepas de E. coli.

Ademas, inactivando vias de produccion de acetato y formiato se incrementara la

disponibilidad de carbono para la produccion de (R)-3HB.

V. OBJETIVO

Evaluar la produccion de (R)-3HB y otros productos de fermentacion en

cepas de E. coli, utilizando glicerol como fuente de carbono, en cultivos bajo

condiciones limitantes de oxigeno; minimizando, ademas, la generacion de formiato

y acetato para incrementar la disponibilidad de precursores.

Obijetivos especificos:

Disminuir el flujo de carbono hacia la generacion de acetato y/o formiato en
una cepa de E. coli, mediante la eliminacion de los genes pta y pflB del
cromosoma, respectivamente. Generar, ademas, una doble mutante
AptaApflB y evaluar su efecto en el metabolismo.

Evaluar una via heteréloga para metabolismo de glicerol mediante la
expresion en plasmido de los genes alrDge Y aldHre de R. eutropha.
Acoplar en un mismo sistema de expresion la via heteréloga de consumo de
glicerol, compuesta por AlrDre Yy AldHre y la via de produccion de (R)-3HB,
que contiene PhbAay, PhbBay y TesBec.

Evaluar el crecimiento celular, consumo de glicerol y perfil de metabolitos en
cultivos por lote bajo condiciones de limitacion de oxigeno con todas las

cepas obtenidas.
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Fig. 4. Metabolismo de glicerol en E. coli y vias heter6logas de consumo de glicerol y sintesis de (R)-3HB

En color negro se muestra la via de incorporacion de glicerol al metabolismo central y la via Pta-AckA. En rojo se muestran la via heteréloga
para favorecer el consumo de glicerol acoplado a la generacion del cofactor NADPH (arriba) y la via para produccion de (R)-3HB (abajo). Gdh:
Gliceraldehido; Grt: Glicerato; PG2: 2-fosfoglicerato; GarK: Glicerato-2-cinasa-1. AlrD: aldehido reductasa; AldH: aldehido deshidrogenasa.
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VI. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

6.1 Inactivacion cromosomal de genes en E. coli MG1655 (DE3)

A partir de la cepa silvestre E. coli MG1655 (DE3) se inactivaron los genes
pta y pflB con base en el protocolo de transduccion con el bacteriéfago P1, en el
gue se sustituye un gen de interés por un casete de resistencia a kanamicina
flanqueado por sitios FRT. Brevemente, se infectaron cepas de la coleccion Keio
(Datsenko & Wanner, 2000; Baba et al., 2006), especificamente las cepas pta::Km
y pflIB::Km (cepas donadoras), obteniendo bacteriofagos cuyo fondo genético
presenta dichas sustituciones. Luego, se utilizaron los bacteriéfagos para infectar la
cepa E. coli MG1655 (DE3) (cepa receptora), y asi eliminar los genes mencionados
por recombinacion homdéloga. Para comprobar las mutantes, se seleccionaron
colonias capaces de crecer en agar con medio LB y kanamicina (30 yg/mL). La
eliminacién se comprob6 por PCR con oligonucle6tidos externos (Tabla 2), los
cuales hibridan aproximadamente a 200 pb de los extremos del locus blanco, asi
como con los oligonucleétidos K1 y K2 que hibridan en la region interna del casete

de resistencia.

Tabla 2. Cepas, plasmidos y oligonucleétidos utilizados.

CEPAS
Nombre Genotipo Referencia
MG1655 (DE3) E. coli K-12, ADES, F-, A-, ilvG, rfb-50, rph-1 Studier & Mofatt (1985)
DH5a E. coli F-, endAl, gIinV44, thi-1, recAl, relAl, gyrA96,
deoR, nupG, purB20, ¢80dlacZAM15, A(lacZYA- Grant et al. (1990)
argF)U169, hsdR17(rK—-mK+), A-
JM101 E. coli ginV44 thi-1 A(lac-proAB) F'laclqZAM15 traD36 Yanisch-Perron et al.
proAB+] (1985)
FRO1 E. coli MG1655 (DE3) Apta::Km Este trabajo
FRO2 E. coli MG1655 (DE3) ApfiB::Km Este trabajo
FRO3 E. coli MG1655 (DE3) Apta::FRT, ApfiB::Km Este trabajo

E. coli MG1655 ApfiB, AadhE, AfrdA, AxylFGH, Areg

AV14 27.3 kb, gatC S184L, AldhA, ApoxB, Apta

Garcia-Benitez (2016)
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Tabla 2. (Continuacion)

PLASMIDOS
Nombre Descripcién Referencia
Contiene genes que codifican para AmpR
pCP20 (resistencia a ampicilina) CmR (resistencia a Datsen(l;%gco\)Nanner
cloranfenicol), FLP (flipasa) y Rep101 (A56V) (Ver
Anexo 11.1)
pTrc-R3HB pTrc99A con el promotor fuerte trp/lac UV5 inducible Garcia-Benitez (2016)

pACYCDuet-Gly

pACYCDuetl-

por IPTG, contiene los genes phbAav, phbBavy tesBec

para sintesis de (R)-3HB.

pPACYC-Duetl con promotor fuerte T7/lac inducible

por IPTG, contiene los genes alrDrey aldHre

Este trabajo

optimizados para uso preferencial de codones en E.

coli para consumo heterologo de glicerol.

pACYCDuetl-Gly con los operones para consumo

heterélogo de glicerol y sintesis de (R)-3HB,

GIv-R3HB clonados en diferentes sitios de clonacién mdltiple, Este trabajo
y cada uno con expresion inducible por IPTG bajo
promotores T7/lac.
OLIGONUCLEOTIDOS
Nombre Secuencia (523’) Referencia
Fw_ackA US GCA GCC TGA AGG CCT AAG TAG Centeno-Leija (2014)
Rv_pta_DS CGG GCATTG CCCATCTTCTTG Centeno-Leija (2014)
K1 GCC GATTGT CTG TTG TGC CC Centeno-Leija (2014)
K2 CGG TGC CCT GAATGA ACT GC Centeno-Leija (2014)
pfiB_Fw ACG ATC GGC AAC ATT ATC GG Vargas-Tah (2014)
pflB_Rv ACATTG CGG TGT TTC TCC AG Vargas-Tah (2014)

Para obtener la doble mutante AptaApfiB se eliminé el casete de resistencia

a kanamicina de la cepa FRO1 (pta::Km), antes de una segunda infecciéon con

bacteriéfagos pfIB~. De manera que se transformé la cepa Apta con el vector pCP20

(CbR), que expresa una flipasa de S. cerevisiae. Esta enzima tiene la capacidad de

reconocer y escindir en los sitios FRT que flanquean el casete de resistencia a

kanamicina. Las transformantes se cultivaron a 30°C para promover la expresion de

la flipasa y, después de comprobar que no sobrevivian en agar LB con kanamicina,
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las candidatas se sembraron a 42°C para promover la pérdida del vector (Datsenko
& Wanner, 2000; Anexo 11.1).

6.2 Disefio, construccion y transformaciéon con los vectores de expresion

La sintesis de los genes alrD y aldH con el uso optimizado de codones para
E. coli se solicité a la compafia Genewiz (South Plainfield, NJ, US). Las secuencias
de ambos genes se obtuvieron de lo reportado por Shah et al. (2014) y se colocaron
en tandem, dentro del segundo sitio de clonacién mdltiple (MCS-2) del plasmido
pACYCDuet-1, bajo el control de un promotor T7/lac (Anexo 11.2). La secuencia se
disefio con los sitios de restriccion Ndel y Acc65l a los extremos y Pagl entre ambos
genes y antes de un segundo sitio de unién a ribosoma (RBS). EI RBS se obtuvo
del catalogo de iGEM (http://parts.igem.org/Ribosome_Binding_Sites). Se utilizaron
los softwares UTR Designer y RBS Calculator, seleccionando la secuencia con
mayor nivel de expresion en unidades arbitrarias de acuerdo con lo reportado por
Reeve et al. (2014).

Para la produccion de (R)-3HB se utilizo el vector pTrc-R3HB previamente
construido (Garcia-Benitez, 2016), el cual posee los genes phbB, phbAy tesB en el
plasmido pTrc99A bajo el control de un promotor trp/lac. Mediante el protocolo de
miniprep por lisis alcalina y purificacion con etanol (Bimboim & Dolly, 1979;
Sambrook et al., 1989), el vector fue extraido y purificado a partir de la cepa de E.
coli MG1655/pTrc-R3HB construida por Garcia-Benitez (2016). El vector pTrc-
R3HB se comprobd por patrones de restriccion al digerir con las enzimas EcoRl y
HindlllI.

Se transformaron células electrocompetentes de la cepa silvestre MG1655
(DE3) y las mutantes Apta (FRO1), ApfIB (FR02) y AptaApfiB (FR0O3) con el plasmido
pPACYCDuetl-Gly y/o pTrc-R3HB utilizando un Electroporator 2510 (Eppendorf,
Hamburgo, DE) aplicando dos pulsos de 2500 Volts. Las transformaciones se
comprobaron por digestion con las enzimas EcoRI y Hindlll para pTrc-R3HB, y con
Ndel y Acc65I para pACYCDuetl-Gly.
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Finalmente, se construyo el vector pACYCDuetl-Gly-R3HB clonando el
operdén compuesto por los genes phbA, phbB y tesB desde el vector pTrc-R3HB
hasta el primer sitio de clonacién multiple (MCS-1) del vector pACYCDuet1-Gly.
Para esto se purificaron ambos vectores, a partir de 5 mL de células, utilizando el
kit de QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN, Hilden, DE) segun las instrucciones del
proveedor. Luego, se digirieron 4 pg de ambos vectores con EcoRI y Hindlll, y se
cargaron en gel preparativo de electroforesis a 70 Volts. Antes de cargar en el gel,
se defosforilaron los extremos del vector pACYCDuetl-Gly con 1 U de fosfatasa
alcalina de camardon (SAP, ThermoScientific, Waltham, US), siguiendo las
recomendaciones del proveedor. Posteriormente, las bandas obtenidas se cortaron
cuidadosamente y se purificaron utilizando el kit GeneJET Gel Extraction
(ThermoScientific, Waltham, US), se disolvieron en 1 mL de amortiguador de union
(“binding buffer”) con 10 uL de acetato de sodio 3 M (pH 4.8), sin agregar mas
amortiguador a las columnas de purificacion y eluyendo con amortiguador de elucion
(“elution buffer”’) a temperatura ambiente después de dos minutos de incubacion.
Para ligar el operon al vector pACYCDuet1-Gly, se utilizé una relacion vector-inserto
de 1:6 (vol:vol) y 10 U de ligasa T4 (ThermoScientific, Waltham, US) en una reaccién
de 20 pL, la cual se incubd las primeras 6 h a 16°C y por 144 h mas en refrigeracion
(4°C). Por ultimo, se transformaron 4 pL del producto de ligacion en 50 pL de células
quimiocompetentes de E. coli DH5a por choque térmico a 42°C durante 90

segundos, previa incubacion por 30 minutos en hielo.

Las células quimiocompetentes se prepararon partiendo de 5 mL de un
cultivo en LB sin antibiotico hasta alcanzar entre 0.8 y 1 DO. De este cultivo se tomé
1 mL que fue centrifugado por 2 min a 12,000 rpm y 4°C. Se hizo un primer lavado
de la pastilla celular con 500 yL de agua fria estéril y un segundo lavado con 500
pL de CaCl20.1 M frio, ambos por 5 minutos a 5000 rpm y 4°C. La pastilla celular
se resuspendié en 50 pL de CaClz 0.1 M. Las transformantes candidatas se
comprobaron por digestion con EcoRl y Hindlll.
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6.3 Caracterizacion cinética de cepas en matraz

Para evaluar el crecimiento celular, consumo de glicerol, produccién de (R)-
3HB, acetato y otros metabolitos la cepa silvestre E. coli y la mutante FRO1 se
sembraron en agar con medio LB a partir de muestras crioconservadas en glicerol
al 40% y almacenadas a -70°C. Se seleccionaron y sembraron 3 colonias aisladas
de cada cepa para realizar preinéculos en 5 mL de medio LB en tubos de ensayo
incubados por 12 h (“overnight”) a 37°C y 300 rpm. Se tom6 1 mL del cultivo anterior
y se prepararon inéculos en matraces de 250 mL con 25 mL de medio mineral AM1
con MOPS (0.1 M) (Tabla 3) y ajustado a pH 7, conteniendo glucosa (control) o
glicerol (5 g/L), y 100 mg/L de &cido citrico. Se monitored el crecimiento hasta
alcanzar 2-3 densidades 6pticas a 600 nm (DOeoo) y se inocularon 50 mL de medio
fresco en matraces de 250 mL con la cantidad necesaria de células para iniciar el
cultivo a 0.1 DOeoo. Las condiciones del cultivo fueron 37°C a 300 rpm y se realizaron
triplicados de cada cultivo. Para la cepa FRO1 se agrego kanamicina (30 ug/mL) al

medio como marcador de seleccion.

6.4 Evaluacion de las cepas en fermentador bajo condiciones limitantes de Oz

Se realizaron cultivos en fermentadores de 1 L (Applikon, Delft, NL),
operando al 75% de su volumen, para evaluar el crecimiento celular, consumo de
glicerol, produccién de (R)-3HB y otros metabolitos. Se utiliz6 medio mineral AM1
suplementado con 40 g/L de glicerol y los antibiéticos correspondientes. A no ser
que se indigue otra condicion, los cultivos se mantuvieron a 37 °C y pH 7, con una
agitacion de 800 rpm y 0.5 vvm. Se ha reportado que con los parametros anteriores
es posible alcanzar condiciones limitantes de oxigeno (OTR = 5.87 mmolOz2/Lh,
Garcia-Benitez 2016). Los inéculos se prepararon en 50 mL de medio AM1-MOPS
(0.1 M) con 5 g/L de glicerol en matraces de 250 mL a 300 rpm y 37 °C. Se inoculo
con la cantidad necesaria de células para comenzar los cultivos con 0.1 DOeoo. La
expresion se indujo con IPTG 0.01 mM cuando los cultivos se encontraban en la
fase exponencial temprana (0.8-1 DOeoo). La espuma generada durante el

crecimiento celular se control6é alimentando pulsos cortos (4 s) cada 20 min de una
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dilucion 1:25 de aceite de silicon durante la fase de crecimiento exponencial. Los
cultivos se realizaron al menos por duplicado, tomando muestras a diferentes

tiempos para cada repeticion.

Tabla 3. Composicién del medio mineral AM1.

MEDIO AM1

Componente mM Componente mM
(NH4)2HF’O4 19.92* Na2M004 ) 2H2o 1.24
NH H PO, 7.56* H BO, 1.21
KCl 2.00 Mn Cl-4H O 2.50
MgSO4 . 7HZO 150 |:(=,‘C|3 . GHZO 8.88
Betaina * KCI 1.00 CoCl - 6H O 1.26
Ac. Citrico 0.52 CuCl +2H O 0.88

ZnCI2 2.20

(*) Las sales de fosfatos de amonio se utilizaron a una concentracion tres veces mayor con respecto

al original (Martinez et al., 2006).

6.5 Métodos de cuantificacion de crecimiento celular, glicerol, (R)-3HB y otros

metabolitos

El crecimiento celular se cuantificd con respecto a su densidad 6ptica a 600
nm utilizando un espectrofotbmetro Genesys 10S UV-Vis (Thermo Scientific,
Waltham, US), considerando 1 DOsoo como 0.42 g/L de peso seco celular para E.
coli MG1655 (Centeno-Leija, 2013). En lo que respecta a las mediciones de
consumo de carbono, (R)-3HB y otros metabolitos secundarios (piruvato, etanol,
formiato, lactato y succinato), éstos se cuantificaron con un equipo de cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) Waters U6K (Millipore Co., Milford, US). Para esto
se recupero el sobrenadante de cada muestra (1 mL) centrifugando a 13,000 rpm
por 1 minuto, para posteriormente filtrar con membranas de 0.45 ym, e inyectar 20
uL al equipo utilizando H2SO4 5 mM como fase movil con un flujo de 0.4 mL/min,

todo esto en un sistema de dos columnas Aminex HPX-87H (Bio-Rad, Hercules,
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US) conectadas en serie y a una temperatura interna de 30°C (para mas detalles
ver Anexo 11.4). Para la deteccion se utilizé un detector UV de arreglo de diodos
Waters 996 (Millipore Co., Milford, US) y otro de indice de refraccion Waters 2410
(Millipore Co., Milford, US) (Liu et al., 2007; Garcia-Benitez, 2016).

6.6 Analisis cualitativo de proteinas mediante SDS-PAGE

Un analisis cualitativo de las proteinas PhbA, PhbBy TesB (via de produccién
de (R)-3HB), asi como de AIrD y AldH (via de consumo de glicerol), se llevo a cabo
mediante SDS-PAGE. Para esto se realizaron cultivos de 24 h en matraces de 250
mL con 50 mL de medio AM1-MOPS (0.1 M) suplementados con 10 g/L de glicerol.
Se cultivaron las cepas FR0O1/pTrc-R3HB y FRO1/pACYCDuet-Gly-R3HB hasta una
DOsoo de 0.8 — 1. En este punto del crecimiento se indujo con diferentes
concentraciones de IPTG (0, 0.01 y 0.05 mM), para evaluar su efecto en la cantidad
de proteina obtenida. Se utilizé la mutante FRO1 (Apta) transformada con los
vectores vacios pTrc99A y pACYCDuet como control. Al final del cultivo se
centrifugaron las células correspondientes a 1 DOeoo, a las condiciones descritas
anteriormente, para separar el sobrenadante que se utilizé para cuantificacién de
metabolitos en HPLC, de igual manera se conservo la pastilla celular. Esta ultima
fue resuspendida en 400 pL de amortiguador de lisis (100 mM KPOg; 10 mM CacClz;
10 U/mL DNAsa; y 0.75 g/L lisozima) y luego se incub6 por 60 min a 37°C. Pasado

este tiempo se centrifugaron las muestras por 2 min a 12,000 rpm.

Al sobrenadante, que contenia la proteina soluble, se le agregé amortiguador
de carga para condiciones reductoras (10% glicerol; 2% SDS; 5% [-mercaptoetanol;
0.002% azul de bromofenol; 62.5 mM Tris-HCI pH 6.8) y la solucién se desnaturalizd
durante 10 minutos a 95°C. Finalmente se tomé una alicuota de 5 pL para cargar
un gel de SDS con poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12%. Al final de la corrida se tifio
dicho gel con azul brillante de Coomasie (Jalomo-Khayrova, comunicacion

personal).
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6.7 Determinacion del coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno
(kLa)

Para determinar el coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (kLa)
en diferentes condiciones de temperatura y agitacion se llevo a cabo el método de
“gassing-out”. Se aliment6 un flujo de aireacién constante de 0.5 vvm hasta alcanzar
la saturacion de oxigeno (de acuerdo con lo cuantificado por el sensor de oxigeno
disuelto del equipo). En este punto se alimentdé N2 gaseoso hasta desplazar al
oxigeno presente en el liquido, para después burbujear aire nuevamente. Se
tomaron los datos del incremento en la tension de oxigeno disuelto (TOD) en el
medio y el valor de kLa se obtuvo como la pendiente de la recta que resulta de
graficar la diferencia de varios puntos en el tiempo (t2 — t1) contra Ln ((Cra* -
CLal)/(CLa* - CLa2)). Donde CLa* representa la concentracion de oxigeno disuelto a
saturacion (solubilidad del oxigeno en el medio) y Cra la concentracion de oxigeno
en el seno del liquido, ambos en mmol O2/L, para las condiciones evaluadas. Se
utilizé el medio minimo mineral AM1, empleado en los cultivos, y se considero la
solubilidad del oxigeno en agua a las temperaturas evaluadas (0.2155 mmol O2/L a
37°C; 0.2388 mmol O2/L a 30°C).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Eliminacién del gen pta del cromosoma de E. coli

Utilizando como cepa donadora a la mutante E. coli K12 pta::Km de la
coleccion de Keio y como receptora a la silvestre E. coli MG1655 (DE3) (WT) se
consiguié eliminar del cromosoma al gen que codifica para la enzima
fosfoacetiltransferasa. El objetivo de esta eliminacion fue reducir la generacion de
acetato e incrementar la poza de acetil-CoA disponible para la produccion de (R)-
3HB.

Después de seleccionar fenotipicamente colonias candidatas capaces de
crecer en LB-agar con kanamicina (30 pg/mL) se hizo una extraccién de ADN
cromosomal por el método de ebullicion a 96 °C y una amplificacion de productos
de PCR con oligos externos al locus ackA-pta, para comprobar la sustitucion de pta
por el casete de resistencia a kanamicina. En la Figura 5 se muestra el gel de
electroforesis que confirma dicha sustitucion en las candidatas seleccionadas. El
producto de PCR obtenido con los oligonucledtidos externos Fw_ackA US y
Rv_pta_DS tiene tamafio de 3,886 pb cuando en el locus ackA-pta el gen pta se
encuentra intacto. Aquellas mutantes que en cambio han sufrido la sustitucion de
dicho gen por el casete de resistencia a Km, deben presentar un tamafo de 3,262
pb. Para corroborar la insercion del casete en el locus donde se ubicaba pta se
hicieron PCR con la combinacion de los oligos Fw_ackA US-K1y K2 - Rv_pta_ DS,
obteniendo los fragmentos esperados de 2,024 pb y 1,167 pb, respectivamente. K1
y K2 son oligonucleétidos que hibridan con regiones internas del gen Tn5 niomicina

fosfotransferasa (Tn5-Nm-PT), el cual confiere resistencia al antibiotico.
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Fig. 5. Confirmacién de la sustitucion del gen pta por casete de resistencia a kanamicina en E. coli
MG1655 (DE3).

Amplificaciones por PCR del locus ackA-pta con oligonucle6tidos externos en cepa silvestre (carril 1);
Keio pta (carril 2); candidatas pta (carriles 3 — 5); fragmentos obtenidos con oligonucleétidos externos
(carriles K6 — 9) e internos (carriles K10 — 13) al casete de kanamicina, respectivamente.

7.2 Caracterizacion de cepas Apta con glucosay glicerol en matraz

Una vez eliminado el gen pta en la cepa MG1655 (DE3) (FR01) se evalu6 su
crecimiento, consumo de sustrato y produccién de acetato con respecto a su
progenitora MG1655 (DE3), comparando dichos parametros al crecer con glucosa
y glicerol (Figura 6 y Tabla 4). En el cultivo con glucosa, se alcanzaron
concentraciones de peso seco celular (CDW, por sus siglas en inglés) de 1.53 g/L y
2.23 g/L para la cepa silvestre MG1655 (DE3) y FRO1, respectivamente. La glucosa
se consumio en 8 h en ambos casos. La velocidad especifica de crecimiento (u) fue
muy similar en los dos cultivos, 0.46 h'! para la cepa silvestre y de 0.43 h-*en FROL1.
Se ha reportado que no hay variacién entre los valores de p para la cepa E. coli
BW35113 (derivada de MG1655) y su mutante Apta en medio minimo suplementado
con 3.6 g/L de glucosa (Castario et al., 2009). Esto coincide con los parametros
obtenidos en este estudio. Ademas, la cepa silvestre mostré un rendimiento
biomasa/sustrato (Yxs) de 0.29 g/g y FRO1 0.40 g/g, lo que significa que una mayor
cantidad del carbono consumido se canaliza a la generacion de biomasa con esta
mutante. En el estudio de Castafio et al. (2009), se menciona ademas una alta
produccion de lactato durante la fase exponencial, lo cual no se observé en nuestros
experimentos. En cambio, la cepa silvestre produjo una ligera cantidad de etanol

durante la fase exponencial (0.83 g/L), aunque éste no se genero en la mutante.
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Fig. 6. Caracterizacion del crecimiento, consumo de glucosa (izquierda), glicerol (derecha) y producciéon de metabolitos con las cepas E.
coli MG1655 (DE3) y FRO1 en matraz.

MG1655 (DE3): simbolos cerrados; FR01: simbolos abiertos; Biomasa: recuadros; Glucosa (Glc): circulos verdes; Glicerol (Gly): circulos
azules; Acetato: triangulos violetas.

Tabla 4. Parametros cinéticos, estequiométricos y perfil de metabolitos obtenidos con las cepas MG1655 (DE3) y FR0O1
en matraz con glucosa o glicerol como fuente de carbono (FC).

Todos los cultivos se llevaron a cabo al menos por duplicado, se muestra el promedio + desviacién estandar.

FC Cepa K =*® (hl) Biomasa (gL?') VY, (gcélgFC') q,(gFCL'h?) Ace (g/L) For (g/L) Suc (g/L)
Gl WT 0.46 + 0.002 1.52+0.045 0.29+0.024 0.62 +0.009 0.77+0.021 0.54+0.094 0.19 +0.004
e Apta 0.43+£0.020 2.231+0.026 0.40+0.034 0.69 £ 0.059 ND 0.06 £ 0.001 ND
Gl | WT 0.32+£0.001 1.74 £ 0.095 0.34 £0.019 0.42+0.031 ND 0.21+0.045 ND
e Apta 0.32+0.021 2.11£0.086 0.46 £ 0.032 0.421+0.038 ND 0.31+0.018 ND
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Con la cepa silvestre se obtuvo un titulo residual de 0.77 g/L de acetato, el
cual, como puede observarse en la Figura 6 (izquierda), comienza a ser consumido
cuando se agoto la glucosa en el medio. Es muy probable que este comportamiento
sea consecuencia del aumento en la disponibilidad de cAMP celular, cuya
concentracion depende a su vez de la represion catabolica originada durante el
consumo de glucosa (Gosset, 2005). La acumulacién de cAMP lleva a la expresion
de genes regulados por la proteina receptora de cAMP (CRP), entre los que se
encuentran componentes del metabolismo de acetato (Bernal et al., 2016). La cepa
mutante, por su parte, no produjo niveles de acetato detectables a lo largo del
cultivo, por lo cual la eliminacién del gen pta presento el fenotipo que se buscaba.
Ademas, al mostrar mayor concentracion y rendimiento de biomasa, asi como
menos formacién de metabolitos, se sugiere que existe una mayor disponibilidad de
carbono y de precursores metabdlicos, p. ej. acetil-CoA, lo cual permite que se
genere mayor cantidad de biomasa. Otros metabolitos como formiato (0.54 g/L) y
succinato (0.19 g/L) también fueron producidos por la cepa silvestre, pero no por la
cepa mutante. Como consecuencia de la eliminacion de pta, Castafio et al. (2009)
encontraron una menor expresion del gen pflA, el cual codifica para el activador de
la piruvato:formiato liasa. Estos autores también observaron que la actividad de la
enzima isocitrato deshidrogenasa (idhA) en la mutante Apta era casi 30 veces
superior con respecto a la isocitrato liasa (aceA), enzima que genera glioxilato y
succinato en el ciclo del glioxilato, cuando la glucosa ya no esta en exceso y el

catabolismo busca seguir dirigiendo carbono a la sintesis de biomasa.

Cuando se suplementé el medio con 5 g/L de glicerol, se observé un
crecimiento celular de 1.74 g/L para la cepa silvestre y 2.11 g/L para FRO1 en el
momento en el cual se agotd la fuente de carbono (Figura 6, derecha), una
tendencia similar a la observada con glucosa. La y con ambas cepas fue igual a
0.32 h'%, lo cual es 30% menor en comparacion con los cultivos en glucosa. Por su
parte, los rendimientos de biomasa/sustrato resultaron de 0.34 g/g y 0.46 g/g para
la cepa silvestre y mutante, respectivamente. Esto indica que, en comparacién con
glucosa, ambas cepas distribuyen una mayor cantidad de glicerol a la sintesis de

biomasa, principalmente la mutante que destina el 46% de carbono para este fin.
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De modo similar a los cultivos con glucosa, se produjo formiato (0.21 g/L) y
etanol (0.83 g/L) en bajas cantidades con la cepa silvestre, mientras que la mutante
s6lo genero formiato (0.31 g/L). Se sabe que ambos metabolitos son generados en
condiciones anaerobias, por lo que se sugiere que en estos cultivos en matraz se
alcanzaron condiciones de limitacion de oxigeno durante algun periodo.
Interesantemente, ninguna de las cepas generé cantidades detectables de acetato

durante el cultivo con glicerol.

En cuanto al comportamiento de los cultivos observado con glicerol, puede
tomarse como referencia lo reportado por Martinez et al. (2012), quienes realizaron
un perfil transcriptomico y protedOmico para analizar la expresion diferencial de
diversos genes en E. coli cuando crece con glicerol como Unica fuente de carbono.
La sobreexpresion de los genes glpF (principal transportador de glicerol) y glpK
(glicerol fosfato cinasa) corresponderian con lo esperado, pues al no existir glucosa
en el medio los niveles de cAMP intracelular, y por ende su acoplamiento a la
proteina CRP, aumentan, incrementando la expresién de genes para consumo de
fuentes de carbono alternas, en este caso el glicerol. El transportador de acetato,
ActP, también es activado por cAMP-CRP. No obstante, algunas de las
conclusiones mas resaltables de este estudio se refieren a como el glicerol podria
ser reconocido como una fuente de carbono menos eficiente que la glucosa. De
manera que vias de reciclamiento compuesta por los genes poxB, acs, pta y actP,
todos elementos de la via de metabolismo y transporte de acetato, podrian
activarse; asi como acnAB, aceAB y gIcB, de la via del glioxilato, la cual se activa

generalmente cuando la concentracion de glucosa en el medio es critica.

En lo que a las vias de acetato se refiere, se ha visto que la sobreexpresion
de poxB se relaciona con la de acs, por lo que, si bien una mayor proporcion de
acetato provendria de la oxidacion de piruvato, esto es parte de un ciclo futil donde
dicho producto puede ser coutilizado con el glicerol. Los genes mencionados
anteriormente son parte del regulon RpoS. RpoS es importante en la adaptacion y

mantenimiento de un balance adecuado durante el crecimiento en glicerol como
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fuente de carbono, debido a que regula principalmente la expresion de genes

involucrados en el catabolismo durante estrés nutricional (Martinez et al., 2012).

Otros reportes atribuyen la generacion de acetato como un subproducto
generado cuando E. coli sobrepasa una y critica, estimada de 0.35 h-* en medios
de cultivo definidos (Paalme et al., 1989; Lee, 1996). Aunque se sabe que este valor
varia segun la cepa y el medio utlizados, es semejante con los datos
experimentales observados con la cepa silvestre E. coli MG1655 (DE3) en matraz.
La p en dicho cultivo con glucosa fue de 0.46 h1, mientras que la del cultivo crecido
en glicerol fue 0.32 hl, observandose la producciéon de acetato (0.77 g/L) sélo

cuando se utiliza glucosa como fuente de carbono.
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7.3 Caracterizacion del consumo de glicerol en E. coli con el vector

pACYCDuet-Gly bajo condiciones limitantes de oxigeno

El vector sintético pACYCDuet-Gly se solicité con el uso optimizado de
codones de los genes alrDre y aldHre para su expresion en E. coli. Los fragmentos
alrD (834 pb), aldH (1,404 pb) y alrD — aldH (2,274 pb) se comprobaron al digerir
con las enzimas de restriccion Ndel, Pagl y Acc65I (Figura 7). Para las digestiones
con Pagl, se transformo antes la cepa JIM101 (dam’), ya que este sitio es propenso
a ser metilado en la cepa MG1655 (DE3) y, por tanto, impide el corte por parte de

endonucleasas.
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<~ — @S 2500 pb

- ———

2000 pb

pACYCDuet-Gly
6232 bp

(p15A ori~ 1500 pb

1000 pb
NN
,  AcceS5I (2572
cat promotert MCS-2
T7 terminator| 750 pb

Fig. 7. Vector pACYCDuet-Gly y patrones de digestién del plasmido purificado.
Izquierda: representacién esquematica del vector pACYCDuet-Gly. Derecha: gel de agarosa al 1%.

Carriles 1, 5y 7: Ndel en JM101 (dam’), MG1655 (DE3) y FRO1, respectivamente; carril 2: Ndel y
Pagl en JM101 (danm); carril 3: Pagl y Acc651 en JIM101 (dam); carriles 4, 6 y 8: Ndel y Acc65lI
JM101 (dam’), MG1655 (DE3) y FRO1, respectivamente.

45



7.3.1 Evaluacion de lavia sintéticade consumo de glicerol con la cepa MG1655
(DE3)/pACYCDuet-Gly

Se evaluo el crecimiento de la cepa silvestre MG1655 (DE3) y perfil de
metabolitos en fermentadores bajo condiciones limitantes de oxigeno (OTR = 5.87
mmoleso2/L.h) (Figura 8, Tabla 5). Esta cepa mostré un aumento en su capacidad
de crecimiento, con una p de 0.35 h', ligeramente mayor con respecto al
crecimiento de la cepa sin transformar en matraz, al igual que el rendimiento
biomasa/sustrato con un valor de 0.36 g/g. En comparacion con el resultado
obtenido en matraz, la Qs se duplico, alcanzando un valor de 1.74 g/Lh. Este
incremento se atribuiria principalmente a la cantidad elevada de células que se
genera bajo las condiciones controladas que conlleva el uso de un fermentador, ya
que la biomasa maxima alcanzada fue de 6.44 g CDWI/L (>15 DOe00). Aunque, en
parte podria ser consecuencia de una mayor generacion de poder reductor
(NAD(P)H) proporcionado por la via sintética de consumo de glicerol. Los
metabolitos producidos por la cepa silvestre fueron acetato (6.18 g/L), formiato (1.56
g/L) y lactato (1.87 g/L), los cuales se produjeron a partir de que la concentracion
del oxigeno disuelto en el medio disminuyd a 0%, que ademas coincide con el inicio

de la fase estacionaria del cultivo.

Al analizar la productividad volumétrica de acetato en la fase estacionaria
(0.39 g/Lh), esta coincide con la etapa de mayor consumo volumétrico de glicerol
(Qs, 2.76 g/Lh). La alta tasa de consumo de glicerol pudo haber generado un evento
de sobreflujo metabdlico, de manera que el metabolismo de carbono podria dirigir
el carbono hacia acetato mediante el sistema ackA-pta (Castafio et al., 2009;
Martinez et al., 2012). Llama la atencion que, al agotarse el glicerol, el acetato
generado no fue reinternalizado, como si se observo en el experimento en matraz.

En cuanto al formiato y lactato, su produccion aumenté significativamente.
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Fig. 8. Evaluacion de la cepa silvestre MG1655 (DE3) (WT) y la mutante Apta (FR0O1) transformadas con el vector
pACYCDuet-Gly en fermentadores de 1 L bajo condiciones limitantes de oxigeno

En la parte superior se muestra la curva de crecimiento (cuadros negros), consumo de glicerol (circulos azules) y perfil de
oxigeno disuelto (asteriscos, linea punteada). En la parte inferior se muestra la produccién de metabolitos como formiato
(triangulos invertidos naranjas), acetato (diamantes violetas), y lactato (hexagonos verdes).
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Tabla 5. Parametros cinéticos y estequiométricos para las cepas MG1655 (DE3) y FRO1 transformadas con el vector pACYCDuet-Gly.

Todos los cultivos se llevaron a cabo al menos por duplicado, se muestra el promedio + desviacién estandar.

Cepa T ()] Biomasa (g CDW/L) Y, (gcélgGly') Qs(gGlyL'h') Formiato(g/L) Acetato(g/L) Lactato (g/L)

-E. coli MG1655 (DE3)/pACYCDuet-Gly

+ + + + + + +
[alrD, aldH (R. eutropha)] 0.35+0.012 6.44 +1.514 0.36+0.085 1.74+0.061 1.56+0.802 6.18+2.1.35 1.87 +0.083

-E. coli MG1655 (DE3) Apta/pACYCDuet-Gly

[alfD, aldH (R eutropha)] 0.40+0.001 6.17 + 0.015 0.35+0.135 1.63 £0.155 0.52+0.071 0.79+0.128 2,58 +1.047
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7.3.2 La eliminacion del gen pta genera cambios en el perfil de metabolitos

producidos

Con la cepa FRO1 transformada con el vector pACYCDuet-Gly, se observa
un crecimiento similar al de la cepa silvestre (Figura 8, Tabla 5). Su p es la mas alta
obtenida para las cepas evaluadas durante este trabajo, con un valor de 0.40 h'. El
rendimiento biomasa/sustrato fue de 0.35 g/g y el valor de Qs de 1.63 g/Lh. Al
contrario de la cepa silvestre, en este caso el metabolito mas abundante es lactato
(2.58 g/L), seguido por acetato (0.79 g/L) y formiato (0.52 g/L). El lactato se sintetiz
a una mayor tasa (0.43 g/Lh) cuando se alcanzaron las condiciones limitantes de
oxigeno, que coincide con el consumo volumétrico maximo de glicerol (2.19 g/Lh).
Es posible que el catabolismo de glicerol en la mutante Apta se haya dirigido a la
generacion de lactato, como estrategia para reoxidar el NADH generado, y asi
mantener el balance redox en la célula. De hecho, lo que se observa es una
generacion constante de lactato hasta alcanzar un titulo de 4.64 g/L. Parte del
lactato se consumié una vez que el glicerol se agoté y aumentd la tension de

oxigeno disuelto en el medio.

Considerando que la ruta heteréloga de metabolismo de glicerol (AlrD-AldH)
funciona del modo propuesto, se generaria una molécula de NADPH por cada
molécula de glicerol consumido. Un excedente de NADPH es benéfico durante el
intercambio de electrones para proveer de poder reductor a numerosas reacciones
anabolicas, responsables de la biosintesis de componentes celulares importantes
como lipidos y &cidos nucleicos (Spaans et al., 2015). En caso de un excedente de
NADPH, generado por la via heter6loga de consumo, éste podria ser interconvertido
en NADH por la transhidrogenasa UdhA presente en E. coli

Con ambas cepas se produjo formiato, aunque teéricamente la enzima
piruvato:formiato liasa (PFL) tiene su méaximo de actividad en condiciones sin
oxigeno, la generacion de formiato indica que si hay cierta actividad. Esta enzima
genera formiato y acetil-CoA a partir del piruvato en anaerobiosis, mientras que la
enzima piruvato deshidrogenasa (PDH) cataliza la conversién de piruvato en acetil-

CoA y CO2 en condiciones aerobias.
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El formiato generado en las condiciones de limitacidon de oxigeno resulta
consistente con lo reportado por Sauter & Sawers (1990), quienes demostraron que
el gen pflB puede expresarse tanto en condiciones aerobias como anaerobias en

cepas de E. coli.

Ademas de formiato, la cepa silvestre produjo un titulo final de 6.18 g/L de
acetato, 7.8 veces mayor a lo generado con FRO1 (0.79 g/L). Probablemente, en el
caso de la cepa silvestre, el exceso de NADPH producido pudo inhibir a la isocitrato
deshidrogenasa en el TCA, generando una mayor disponibilidad de Acetil-CoA y/o
piruvato, los cuales a partir de AckA-Pta y PoxB podrian sintetizar acetato (Centeno
et al., 2014).
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7.4 Produccion de (R)-3HB con glicerol bajo condiciones limitantes de oxigeno
utilizando E. coli/pTrc-R3HB

Para comprobar que las cepas de E. coli MG1655 (DE3) y FRO1 fueron
transformadas con el vector pTrc-R3HB se hicieron digestiones con las enzimas de
restriccion EcoRlI y Hindlll, como se describio en la estrategia experimental (Figura
9). El vector tiene un tamafio de 7,011 pb, de los cuales 2,886 pb corresponden al
operon conformado por phbAay, phbBay, v tesBec.

[trc promoter, ac operator]

(lacIq promoter!

pTrc-R3HB
7011 bp

(AmpR promoter! [rrnB T1 terminator

M 10 11 12 ™M
——

8000 pb 1 s GRG

6000pb & =
——

4000 pb ’ =
——

3000pb &
—
————

Fig. 9. Vector pTrc-R3HB y patrones de digestion de plasmido purificado de las cepas E. coli
MG1655 (DE3) y FRO1.

Arriba: representacion esquematica del vector pTrc-R3HB (Garcia-Benitez, 2016); Abajo: gel de
agarosa al 1%.

Carriles 1, 3y 5: EcoRI en MG1655 (DE3); carriles 2, 4 y 6: EcoRI y Hindlll con MG1655 (DE3);
carriles 7, 9y 11: EcoRIl en FRO1; carriles 8, 10 y 12: EcoRl y Hindlll en FRO1.
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Fig. 10. Evaluacion de la cepa silvestre MG1655 (DE3) y Apta (FR0O1) transformadas con el vector pTrc-R3HB en fermentadores bajo condiciones
limitantes de oxigeno

En la parte superior se muestra la curva de crecimiento (cuadros negros), consumo de glicerol (circulos azules) y perfil de oxigeno disuelto
(asteriscos, linea punteada). En la parte inferior se muestra la produccion de metabolitos como formiato (triangulos invertidos naranjas), acetato
(diamantes violetas), (R)-3HB (triangulos rojos) y lactato (hexagonos verdes).
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En la parte superior se muestra la curva de crecimiento (cuadros negros), consumo de glicerol (circulos azules) y perfil de oxigeno disuelto
(asteriscos, linea punteada). En la parte inferior se muestra la produccion de metabolitos como formiato (triAngulos invertidos naranjas), acetato
(diamantes violetas), (R)-3HB (tridngulos rojos), lactato (hexagonos verdes) y succinato (estrellas azules).
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Tabla 6. Parametros cinéticos, estequiométricos y perfil de metabolitos para las cepas MG1655 (DE3), Apta (FR01), ApfiB (FR02), AptaApfiB
(FRO3) y AV14 transformadas con el vector pTrc-R3HB.

Todos los cultivos se llevaron a cabo al menos por duplicado, se muestra el promedio + desviacion estandar. Yps (méx. Tedrico) = 0.565 g (R)-
3HB/g glicerol; Est = productividad volumétrica durante la fase estacionaria bajo condiciones limitantes de O2. ND = no detectado.

ety TR Biomasa max Y, Q, Suc For Ace Lac (R)-3HB Yes

Qp
Xs
(h?) (sCDW/L) (gceélgGly") (gGlyL'h?) (g/L) (g/L)  (g/L) (e/l)  (g(R)-3HBgFC?) (g (R)-3HB L*h)

condiciones de Cepa/vector
cultivo

-E. coli MG1655 (DE3)/pTrc-R3HB

¢ ! 035+ 555+ 038+ 157+ 482+ 413+ 194+ 3.15% 0.070 + 0.044 0.13+0.075
[l (it (A'C :’,5?"“"‘1”)' HEE(E 0.008 0.282 0.042 0.092 ND 0567 0844 0687 0921 (12.38%) (Est=0.31+0.136)
'E'[“:]ZAMGhlbi‘r’;(if:lﬁitd%p:;:;i% 033t 6.06+ 030 161z \p 398t 220: 162&  7.06% 0.165 £ 0.002 0.29+0.015
phoA, p ol " : 0.016 0.446 0.147 0.084 1.081 0271 0890  0.303 (29.22%) (Est = 0.44 £ 0.006)
Glicerol 40 g/L
’E‘[':‘;I";J AMG::B‘E’ HD;:lﬂi’Z%/ ptzrs‘;?zHB 034+ 529+ 036+ 1.69+ \D wp  169% 790: 737s 0.175 +0.009 0.26 + 0.025
R, [P o] b : 0.014 0.572 0.064 0.198 0052 088 0329 (31.13%) (Est = 0.84 + 0.062)
U @ -E. coli MG1655 (DE3) AptadpfiB/pTrc-
R3HB 0.29+ 6.19+ 035+ 1.83+ \D wp 1726 246:  684: 0.16 +0.019 0.33+0.051
[phbA, phbB (A. vinelandii, tesB (E. 0.014 0.125 0.028 0.111 0125 0083 0721 (28.82%) (Est = 0.76 + 0.058)
coli)]
o A’E‘ ;2’;2”4_/ pI’CﬁHtB i 031 6.05+ 0.24x 170+ 2908 0 2272 7.55+ 0.169+0.013 0.27 £0.018
phon, p - vinelandll), teso (£ 0.018 0.376 0.022 0.084 0.184 0.476 0.478 (29.92%) (Est = 0.47 + 0.13)

coli)]
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7.4.1 Evaluacion cinéticade laproduccion de R3HB con lacepaE. coli MG1655
(DE3)

La cepa silvestre MG1655 (DE3) (Figura 10, Tabla 6) mostré una u igual a
0.35 h, un rendimiento biomasa/sustrato de 0.38 g/gy una Qs de 1.57 g/Lh. Una
vez alcanzada la fase estacionaria, comenzé la generacion de productos como
formiato (4.82 g/L), acetato (4.13 g/L), lactato (1.94 g/L) y (R)-3HB (3.15 g/L). La
produccion de estos metabolitos coincide con el inicio de la fase estacionaria de
crecimiento, y a su vez con la limitacion de oxigeno. Se esperaba que la mayor parte
del acetil-CoA se dirigiera a la generacién de metabolitos, entre ellos el (R)-3HB, y
una minima proporcion al TCA para generar sélo energia de mantenimiento. De
manera que a esta fase del cultivo se le denominé como “fase de produccién”. Por
lo observado, las condiciones de agitacién y aireacion utilizadas en el cultivo con
glicerol (800 rpm, 0.5 vvm) son idéneas para alcanzar condiciones limitantes de
oxigeno en fermentador (OTR = 5.87 mmoloz/Lh), como se reporto antes en cultivos

con glucosa (Garcia-Benitez, 2016).

Para el (R)-3HB, se calcul6 una productividad global de 0.13 g/Lh y 0.31 g/Lh
en la fase de produccion, asi como un rendimiento producto/sustrato de 0.07 g/g,
equivalente a 12.4% del maximo tedrico (0.565 g R3HB/g glicerol). Sin embargo, al
no contar con ninguna ruta de fermentaciéon eliminada, la cepa silvestre distribuy6
mas del 20% del carbono hacia formiato y lactato, ambos productos del metabolismo
anaerobio de E. coli, asi como a acetato (13%) que también es indeseable como

producto en este proyecto.

7.4.2 La cepa FRO01 (Apta) produce R3HB y formiato simultaneamente

La cepa FRO1 transformada con el vector pTrc-R3HB se cultivd bajo las
mismas condiciones que la cepa silvestre (Figura 10, Tabla 6), aunque mostro una
disminucién de la p y rendimiento biomasa/sustrato, cuyos valores fueron de 0.33
h-ty 0.30 g/g, respectivamente. Por su parte, la Qs no cambié de forma significativa
(1.61 g/Lh).
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La cepa FRO1/pTrc-R3HB produjo formiato (5.98 g/L), acetato (2.20 g/L),
lactato (1.62 g/L) y (R)-3HB (7.08 g/L). En comparacién con la silvestre, resalta una
disminucién del 50% en el titulo de acetato y un incremento del 55% en el de (R)-
3HB; asi como un incremento de 2.23 veces en la productividad volumétrica global
y de 2.35 veces en el rendimiento (R)-3HB/sustrato, que equivale al 29.22% del

maximo tedrico.

El acetato residual pudo producirse por diversas vias. Una de ellas es la
actividad de la piruvato oxidasa (PoxB), que permanece activa y cuya eliminacion
en conjunto con pta como estrategia para erradicar la produccion de este metabolito
ha mostrado afectaciones en el crecimiento de E. coli en otros trabajos (Garcia-
Benitez, 2016). Asi mismo, la eliminacién de alguno de los genes involucrados en
el metabolismo de acetato podria tener efectos negativos, como podria ser la
actividad de actP y acs, involucrados en la reinternalizacion y transformacion de
acetato en Acetil-CoA (Castafio et al., 2009; Martinez et al., 2012). Cabe mencionar
la sobreexpresion de tesB como parte del operdn inducible por el promotor trc en el
vector pTrc-R3HB. Si bien no se tiene clara su participacion en el metabolismo de
E. coli, la promiscuidad de la enzima TesB para hidrolizar el residuo de CoA de
diferentes cadenas carbonadas ha sido ya discutida. Por lo que, a pesar de mostrar
mayor afinidad por sustratos de mas de ocho carbonos (C8), hay reportes de su
participacion sobre Acetil-CoA (C2), de tal manera que la generacion de acetato se
veria favorecida (Nie et al., 2008; McMahon et al., 2014).

En conjunto con el acetato, se obtuvo un titulo de lactato muy similar al
observado con la cepa silvestre, que es generado de forma tardia con respecto al
resto de los metabolitos. Esto da pie a pensar que la sintesis de estos productos se
ve favorecida en un ambiente de limitacion de oxigeno. Esto coincide con reportes
previos, donde se utilizé la cepa MG1655 para demostrar como el regulador ArcA
se encuentra fosforilado y presenta mas del 70% de su actividad aun en condiciones
de aireacion, favoreciendo el flujo de carbono hacia productos de fermentacién
(Henkel et al., 2014).
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El titulo de formiato fue muy similar al de (R)-3HB. En una reaccion catalizada
por PFL, se produce un mol de formiato y uno de Acetil-CoA por cada mol de
piruvato consumido. Dado que para producir un mol de (R)-3HB son necesarios dos
moles de Acetil-CoA, entonces se producirian también dos moles de formiato,
resultando en una relacion (R)-3HB:formiato de 1:2 (mol:mol). Con los datos
experimentales se calculé una relacion de 1:1.92, por lo que la sintesis de (R)-3HB

parece depender de la produccion de formiato en la cepa FR0O1/pTrc-R3HB.

7.4.3 La eliminacion de pflIB permite dirigir mas carbono a (R)-3HB y otros

productos de fermentacién

Con el objetivo de impulsar el flujo de piruvato hacia acetil-CoA sin la
generacion de formiato, se inactivo el gen pflB (Figura 11) mediante la técnica de

transduccion por fagos como se explica en la estrategia experimental.

3000 pb
2500 pb

2000 pb

1500 pb

Fig. 11. Confirmacién de la sustitucién del gen pfIB por un casete de resistencia kanamicina en E. coli
MG1655 (DE3)

Amplificaciones por PCR de la region externa al gen pflB en ADN cromosomal de la cepa silvestre
(carril 1); Keio pflB- (carril 2); candidatas pfIB- (carriles 3 — 5); candidatas AptaApfiB (carriles 6 — 8);
confirmacién del genotipo Apta en fondo genético AptaApfiB (carriles 9 — 11).

Luego de comprobar la mutante ApfIB por PCR, se transformé con el vector
pTrc-R3HB y se cultivd en fermentador a las mismas condiciones anteriores (Figura
10, Tabla 6). La p para la cepa FR02/pTrc-R3HB fue de 0.34 h1, con un rendimiento
biomasa/sustrato igual a 0.38 g/g y Qs de 1.69 g/Lh.
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El aumento en el consumo de sustrato ya ha sido reportado en cepas de E.
coli ApfIB modificadas para la produccion de PHB, cuando se utiliza glucosa como
fuente de carbono (Wei et al., 2015).

La produccion de formiato es nula ya que, contrario a la generacién de
acetato, no existe otro gen en E. coli que exprese la maquinaria necesaria para
sintetizar este metabolito. Por otro lado, el titulo de acetato fue de 1.69 g/L, mientras
que de lactato y (R)-3HB se obtuvieron 7.90 g/Ly 7.37 g/L, respectivamente. Como
puede observarse, la generacion de lactato se da de forma simultanea con el (R)-
3HB (Figura 10). Los altos titulos de lactato en FR0O2 son congruentes con la
generacion de acetil-CoA por PDH, dada la ausencia de PFL, ya que la generacion
de un mol de NADH por cada mol de piruvato oxidado promoveria la produccién de
lactato. Esto puede observarse mas claramente al calcular las relaciones molares
de lactato con respecto a (R)-3HB para las cepas evaluadas, donde la cepa FR02
presenta hasta 58% mas de lactato por cada mol de (R)-3HB en la silvestre, asi
como 21% al compararla con FRO1.

La cepa FR02/pTrc-R3HB mostré un valor de productividad volumétrica
global de (R)-3HB (0.26 g/Lh), bastante similar al de la cepa FRO1 (0.29 g/Lh). No
obstante, cuando el analisis es visualizado Unicamente en la fase de limitacion de
oxigeno, la cepa FR02 (0.84 g/Lh) casi duplica a lo obtenido por FRO1 (0.44 g/Lh).
En cuanto al rendimiento producto/sustrato, éste alcanza un valor de 0.17 g/g,

equivalente al 31.13% del méximo teorico.

7.4.4 Ladoble eliminacién de ptay pfIB prioriza la produccién de (R)-3HB

Después de observar que la mutante FRO1 (Apta) transformada con pTrc-
R3HB producia (R)-3HB con rendimientos cercanos al 30% del maximo tedrico, se
considero la generacion de una doble mutante AptaApfiB (FR03). Lo anterior con el
objetivo de minimizar el carbono que es dirigido hacia la produccién de formiato,
mostrado por la cepa FRO1, y asi canalizar el flujo hacia (R)-3HB. En la Figura 11
se muestran las bandas obtenidas para las candidatas AptaApfiB, donde la

sustitucion de pflB::Km presenta un tamafio de 1,853 pb y la region ackA — pta sin
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el casete de resistencia a Km, en este ultimo locus, muestra un tamafio de 1,915
pb. Después de comprobar las mutaciones en el cromosoma, se transformo la doble
mutante con el vector pTrc-R3HB, lo cual se confirm6 al digerir con las enzimas
EcoRI 'y Hindlll.

Al evaluar la cepa FRO3/pTrc-R3HB en fermentador (Figura 10, Tabla 6), se
obtuvo una p de 0.29 h't, 18% menor al comparar con la cepa silvestre transformada
con el mismo vector. Por el contrario, la Qs fue de 1.83 g/Lh, de manera que aunque
la doble eliminacién de pta y pflB repercute en la Y, también ocasiona que se
consuma el carbono a mayor velocidad con respecto a la silvestre, FR01 y FR02
transformadas con pTrc-R3HB. El rendimiento biomasa/sustrato resulto de 0.35 g/g,

por lo que no hay diferencias significativas con el resto de las cepas evaluadas.

Por otro lado, el perfil de metabolitos producidos mostro titulos de 1.72 g/L de
acetato, 2.46 g/L de lactato y 6.84 g/L de (R)-3HB, muy similar al obtenido con la
cepa FR02, aunque el titulo final de lactato disminuyé 3.2 veces, siendo el (R)-3HB
el producto mayoritario con un rendimiento producto/sustrato de 0.16 g/g (28.82%
del maximo tedrico); asi como una productividad volumétrica global de 0.33 g/Lh,
14% mayor que la cepa FR02. Si se analiza la produccién de (R)-3HB so6lo durante
la fase de produccioén, esta productividad es de 0.76 g/Lh, es decir, 6% menos que
FRO2. Considerando lo anterior, la cepa FR0O3 no muestra cambios relevantes
durante la fase de crecimiento, pero si una mayor distribucién de carbono hacia (R)-

3HB durante la fase de produccion.

7.4.5 Produccion de (R)-3HB en una cepa sin vias fermentativas

Para explorar el comportamiento de la via de produccion de (R)-3HB en una
cepa incapaz de generar productos de fermentacion, se utilizo la cepa de E. coli
AV14, la cual se generd en nuestro grupo de trabajo a partir de la cepa MG1655
(Garcia-Benitez, 2016). Se eliminaron primeramente los genes ApfiB, AadhE, AfrdA
y el transportador de xilosa AxylFGH. Posteriormente, la cepa fue sometida a un
proceso de evolucion adaptativa en laboratorio (EAL), con la finalidad de mejorar su

crecimiento en xilosa como Unica fuente de carbono. Asi se obtuvo la cepa JU15
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(Utrilla et al., 2012), en la cual se eliminaron después los genes AldhA, ApoxB 'y
Apta, dando lugar a un genotipo carente de las principales vias fermentativas, lo
cual puede ser aprovechado para la obtencidbn de compuestos derivados del
piruvato, como (R)-3HB.

Al cultivar la cepa AV14/pTrc-R3HB (Figura 10, Tabla 6), la p (0.31 h'1), Qs
(1.70 g/Lh) y rendimiento biomasa/sustrato (0.24 g/g) no son muy distintos de lo
observado con las otras mutantes evaluadas. El perfil de metabolitos, sin embargo,
mostro acetato (2.27 g/L), succinato (2.90 g/L) y (R)-3HB (7.55 g/L). El titulo de (R)-
3HB es el mayor reportado en este trabajo, aunque no representa una diferencia
significativa con respecto a las cepas FRO1 y FR02 transformadas con pTrc-R3HB.
El rendimiento producto/sustrato fue de 0.169 g/g, es decir, 29.92% del maximo
tedrico. La productividad volumétrica global para esta cepa fue de 0.27 g/Lh, o bien
0.47 g/Lh, si se contempla la fase de produccién Unicamente. La similitud de
parametros entre las cepas AV14 y FR02, transformadas con pTrc-R3HB, resalta la

importancia en la eliminacion del gen pfiB.

Ademas de (R)-3HB, llama la atencién la produccién de succinato, puesto
que a la cepa AV14 le fue eliminado el gen frdA, componente del cluster frdABCD
que codifica para la enzima fumarato reductasa (QFR), misma a su vez lleva a cabo
la reduccidn de una molécula de fumarato a succinato en la cadena transportadora
de electrones, bajo condiciones anaerobias. Sin embargo, aun podria producirse
succinato por diferentes medios, como la ruta del glioxilato. Esta ruta funciona como
un desvio (“bypass”) en el metabolismo, el cual reduce la pérdida de carbono en
forma de CO2 durante el TCA mediante la enzima isocitrato liasa (ICL), que a partir
de isocitrato da lugar a succinato y glioxilato, siendo este ultimo transformado en
malato (Dolan & Welch, 2018). Aungue no se estudio la expresion o actividad de
dicha ruta en este trabajo, se ha discutido anteriormente su relevancia cuando E.
coli consume glicerol como Unica fuente de carbono. Ademas de esta via, existen
varios reportes sobre la similitud estructural y funcional entre la enzima SQR

(succinato deshidrogenasa) y QFR de E. coli, al punto en que, bajo condiciones
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anaerobias, SQR puede llegar a sustituir la actividad de QFR (Maklashina et al.,
1998; Yankovskaya et al., 2003).

Si bien en este proyecto la produccién de succinato no es parte de los
objetivos, diferentes investigaciones se han enfocado en la coproduccién de PHB y
succinato como un sistema integrado de biorrefineria para el aprovechamiento de
recursos y energia (Nieder et al., 2019), por lo que los titulos obtenidos con la cepa
AV14/pTrc-R3HB podrian funcionar para una plataforma de este tipo con (R)-3HB.

7.4.6 La produccion de (R)-3HB a partir de glicerol es comparable con otros

estudios

Tseng et al. (2009) evaluaron la produccion de (R)-3HB en E. coli MG1655
(DE3) mediante diferentes vias, entre las que se encuentra una ruta similar a la
utilizada en este trabajo (phbA-phbB-tesB). A partir de LB suplementado con 20 g/L
de glucosa, estos autores reportaron un rendimiento producto/biomasa de (R)-3HB
de 3.63 g/g. Por su parte, Garcia-Benitez (2016) obtuvo un rendimiento
producto/biomasa de 1.64 g/g, 66% menor al obtenido por Tseng et al., pero
empleando medio minimo AM1 con 40 g/L de glucosa. En el presente trabajo, se
obtuvieron rendimientos producto/biomasa de 0.568 g/g, 1.17 g/g, 1.39 g/gy 1.04
g/g con las cepas MG1655 (DE3), FRO1, FR02 y FRO3, respectivamente, utilizando
el medio AM1 con 40 g/L de glicerol. Estos rendimientos son significativos si se
comparan con reportes donde se utilizaron medios enriquecidos (0.844 g PHB/g por
Wei et al., 2015) o cultivos por lote alimentado (0.731 g (R)-3HB/g por Liu et al.,
2007; 0.860 g PHB/g por Lin et al. 2015) como estrategias para incrementar la

concentracion de células y, por tanto, los titulos de (R)-3HB o PHB.

También existen reportes sobre la produccion de PHB a partir de glucosa
donde se utilizaron cepas de E. coli Apta, buscando un mejor aprovechamiento de
acetil-CoA. Wei et al. (2015) obtuvieron una productividad volumétrica global y un
rendimiento producto/sustrato de 0.208 g/Lhy 0.17 g/g, respectivamente, con la

cepa JW2294 Apta y la ruta de produccion de R. eutropha. Por su parte, Centeno-
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Leija (2014) alcanzé un rendimiento producto/sustrato 4.6 veces superior al de Wei
et al., asi como una productividad 1.8 veces mayor. Centeno-Leija, ademas de
emplear la ruta de produccién de PHB de A. vinelandii, sobreexpresé el gen gapN
de S. mutans para incrementar el NADPH disponible, demostrando que una mayor
disponibilidad de este cofactor es benéfica para la actividad de acetoacetil-CoA
reductasa (PhbB). Para este trabajo, con la cepa FRO1 transformada con pTrc-
R3HB, se obtuvo una productividad de 0.29 g/Lh y un rendimiento producto/sustrato
de 0.17 g/g de (R)-3HB. Se propone que acoplar el consumo de glicerol con la
produccion de NADPH (Seccion 7.5) favoreceria los titulos de (R)-3HB, de acuerdo

con lo reportado en estudios previos.

7.4.7 Todas las mutantes distribuyen méas carbono hacia (R)-3HB durante la

fase de produccién

A partir de los datos experimentales obtenidos con las cepas transformadas
con el vector pTrc-R3HB, se observa que en promedio el 50% de los moles de
carbono disponibles durante la fase de produccion son dirigidos hacia acidos
organicos (Figura 12).

Comparando los resultados con la cepa silvestre y FR02, transformadas con
pTrc-R3HB, se observé un incremento en los moles de carbono dirigidos a (R)-3HB
y lactato, que incrementaron de 11.84% a 25.90% y de 8.94% a 23.58%,
respectivamente. Mientras tanto, la distribucion de carbono hacia acetato entre las
mismas cepas disminuyo6 de 13.13% a 2.59%, mostrando un posible aumento en el

acetil-CoA disponible, aparentemente aprovechado para producir (R)-3HB.

En cuanto a la produccion de formiato, se encontré una leve disminucion
entre la cepa silvestre (11.54%) y FRO1 (10.62%), mientras que FR02 no sintetiz6
este compuesto. De hecho, pareciera que FR02 dirige parte del piruvato a la
produccion de lactato; quizas por el reciclaje del NADH generado por PDH, como

se explico antes. En la cepa FRO03, fue posible erradicar la produccion de formiato y
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minimizar el flujo de carbono hacia acetato y lactato, canalizando una mayor parte
del carbono a (R)-3HB (28.37%).

De todas las cepas evaluadas con el vector pTrc-R3HB, Unicamente AV14

produjo succinato, dirigiendo 12.07% del carbono disponible hacia este metabolito.
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Fig. 12. Distribucion de los moles de carbono provenientes del glicerol durante la fase de
produccién en cepas transformadas con el vector pTrc-R3HB

Simbologia: (R)-3HB, cuadros fondo rojo; lactato, lineas horizontales fondo verde; acetato, lineas
diagonales fondo violeta; formiato, lineas verticales fondo naranja; piruvato, puntos fondo amarillo;
succinato, lineas diagonales fondo azul.

7.4.8 Las mutantes evaluadas son mas eficientes para la produccién de (R)-
3HB comparando con la silvestre MG1655 (DE3)

Dugar & Stephanopoulos (2011) reportaron una manera sencilla de calcular
el potencial de una ruta metabdlica para la produccién de compuestos de interes,

con base en la estequiometria de la reaccion y sus componentes.



En el Anexo 11.3 se muestran a detalle como se calcularon los rendimientos
maximos y la eficiencia, considerando los datos experimentales con las cepas
evaluadas. Sitoda la energia aportada por el glicerol fuera destinada hacia (R)-3HB,
el rendimiento maximo de produccién (Y*), independientemente de la ruta
metabolica, seria de 0.88 g/g. En cambio, si se considera la via sintética aportada
por el vector pTrc-R3HB (que requiere 1 mol de NADPH por cada mol de (R)-3HB
generado), el rendimiento maximo de la ruta es de 0.38 g/g (Y®), con una eficiencia

(n) igual a 42.84% con respecto a Y*.

Aplicando lo anterior en los rendimientos globales de todas las cepas
transformadas con pTrc-R3HB, se obtuvieron las eficiencias con base en YP (Figura
13, Tabla 7). La mayor eficiencia aparente se obtuvo con la cepa FR02, que
presento el mayor rendimiento global al finalizar el cultivo (Tabla 6). Sin embargo,
ya que todas las mutantes mostraron valores de eficiencia cercanos al 45%,
mediante un andlisis estadistico ANOVA de una via se determiné que no habia
diferencias significativas entre ellas (p > 0.05). No obstante, al comparar estas
eficiencias con respecto a la cepa silvestre (18.57%), si puede verse un aumento

considerable.

En la Figura 13 se muestran las productividades volumétricas obtenidas para
cada cultivo. Las cepas FR02 y FRO3 transformadas con el vector pTrc-R3HB,
produjeron (R)-3HB a mayor velocidad volumétrica. Esto refuerza la capacidad de
estas dos cepas para producir este metabolito, aunque FR02 coproduce un titulo
alto de lactato; mientras que FRO3 sintetiza (R)-3HB como producto mayoritario.

Tabla 7. Eficiencias de las cepas transformadas con pTrc-R3HB con respecto al maximo tedrico de
la via metabdlica (YP).

Cepa Eficiencia (%)
MG1655 (DE3) 18.57
FRO1 43.77
FRO2 46.42
FRO3 42.44
AV14 44.83
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1 (%)

Fig. 13. Velocidad volumétrica de produccién de (R)-3HB (barras rojas) y eficiencia estequiométrica
(cuadros negros, linea punteada) para las cepas evaluadas con el vector pTrc-R3HB.
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7.5 Produccién de (R)-3HB acoplando unaruta alterna de consumo de glicerol

7.5.1 Evaluacion de las vias sintéticas de consumo de glicerol y produccién
de (R)-3HB en dos vectores independientes

Se transformaron las cepas silvestre MG1655 (DE3) y FRO1 con los vectores
pTrc-R3HB y pACYCDuet-Gly. La transformacion con ambos vectores se comprobd
fenotipicamente por la resistencia a carbenicilina y cloranfenicol, marcadores de
seleccién del vector pTrc-R3HB y pACYCDuet-Gly, respectivamente. Asi mismo, se

comprobd por digestion con las enzimas EcoRI y Acc65l.

En el caso de la cepa MG1655 (DE3)/pTrc-R3HB + pACYCDuet-Gly, se
obtuvo una p igual a 0.33 ht, asi como una Qs de 1.43 g/Lh (Figura 14, Tabla 8). Si
bien, los parametros de crecimiento de la cepa no se afectaron de forma
significativa, la velocidad a la cual el glicerol fue consumido fue 15% menor con
respecto a la de la cepa MG1655 (DE3)/pTrc-R3HB, y 24% cuando se comparé con
MG1655 (DE3)/pACYCDuet-Gly.

Se esperaba un incremento en la Qs, segun lo reportado en otros estudios
(Shah et al., 2014; Guo et al., 2018). Probablemente la replicacion de dos vectores
durante el crecimiento conlleva un costo metabdlico, reflejado en la reduccion de la
velocidad de consumo de glicerol. Los metabolitos formados fueron formiato (4.05
g/L), acetato (3.59 g/L), lactato (2.19 g/L) y (R)-3HB (3.42 g/L), los cuales fueron
similares a los obtenidos con la cepa MG1655 (DE3) transformada Unicamente con
el vector pTrc-R3HB (Figura 10). El rendimiento producto/sustrato (0.091 g/g)y la
productividad volumétrica (0.13 g/Lh) de (R)-3HB, tampoco difieren cuando la cepa

fue transformada con uno o dos vectores.
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Fig. 14. Evaluacion de la cepa silvestre MG1655 (DE3) y Apta (FRO1) transformadas con los vectores pTrc-R3HB y pACYCDuet-Gly en
fermentadores bajo condiciones limitantes de oxigeno

En la parte superior se muestra la curva de crecimiento (cuadros negros), consumo de glicerol (circulos azules) y perfil de oxigeno
disuelto (asteriscos, linea punteada). En la parte inferior se muestra la produccion de metabolitos como formiato (triangulos invertidos
naranjas), acetato (diamantes violetas), (R)-3HB (triangulos rojos) y lactato (hexagonos verdes).
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En comparacion con la cepa FRO01/pTrc-R3HB, en la cepa FRO1
transformada con ambos vectores también se reduce la p (0.30 h) y Qs (1.32 g/Lh).
La velocidad volumétrica de consumo de glicerol fue la mas baja reportada en este
trabajo. Por su parte, los titulos de los metabolitos producidos por esta mutante no
fueron similares a lo observado en la cepa con pTrc-R3HB, sino que disminuyeron
considerablemente; formiato (1.76 g/L), acetato (0.92 g/L), lactato (1.31 g/L) y (R)-
3HB (2.15 g/L). Con respecto a (R)-3HB, los valores de rendimiento
producto/sustrato (0.056 g/g) y productividad volumétrica (0.09 g/Lh) se ven de igual
forma afectados.

7.5.2 Evaluacion de la via sintética de consumo de glicerol y produccién de
(R)-3HB en cepas transformadas con el vector pACYCDuet-Gly-R3HB

En la Figura 15 se muestra el patron de digestién obtenido con las enzimas
EcoRI y Hindlll, para comprobar la ligacién del operén compuesto por los genes
phbAay, phbBayvy tesBec, en el vector pACYCDuet-Gly bajo el primer sitio multiple de
clonacion, regulado también por el promotor T7/lac. La construccion se realizé en
E. coli DH5a, donde se comprobd antes de transformar en las cepas MG1655 (DE3)
y FRO1. En la Figura 15 se muestran bandas de 9,087 pb para el vector linealizado
y el patrén de bandas correspondientes al operén phbAav-phbBay-tesBec (2,892 pb),
asi como el resto del vector pACYCDuetl que ya incluia a los genes alrDge y aldHRre
(6,195 pb).
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Fig. 15. Vector pACYCDuet-Gly-R3HB y patrones de digestion del vector purificado de E. coli
DH5a

Arriba: representacion esquematica del vector pACYCDuet-Gly; abajo: gel de agarosa al 1%.

Carriles 1 - 2: vector linealizado con EcoRlI; Carriles 3 — 4: vector digerido con EcoRI y Hindlll.
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Fig. 16. Evaluacién de la cepa silvestre MG1655 (DE3) y Apta (FR01) transformadas con el vector pACYCDuet-Gly-R3HB en fermentadores
bajo condiciones limitantes de oxigeno

En la parte superior se muestra la curva de crecimiento (cuadros negros), consumo de glicerol (circulos azules) y perfil de oxigeno disuelto
(asteriscos, linea punteada). En la parte inferior se muestra la produccion de metabolitos: formiato (tridngulos invertidos naranjas), acetato
(diamantes violetas), (R)-3HB (tridngulos rojos) y lactato (hexagonos verdes).
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Tabla 8. Parametros cinéticos, estequiométricos y perfil de metabolitos para las cepas MG1655 (DE3) y Apta (FRO1) transformadas con el vector
pACYCDuet-Gly-R3HB y con un sistema de dos vectores con pTrc-R3HB y pACYCDuet-Gly.

Todos los cultivos se llevaron a cabo al menos por duplicado, se muestra el promedio + desviacion estandar. Yps (max. Teorico) = 0.565 g (R)-
3HB/g gliceral; Est = productividad volumétrica durante la fase estacionaria bajo condiciones limitantes de O2. ND = no detectado.

-E. coli MG1655 (DE3)/pACYCDuet-Gly-

R3HB 0.34+ 5.68 + 0.20+ 161+ ND 288+ 5.39% 1.29+ 245+ 0.06 + 0.003 O('Eoil:iooigil
[alrD, aldH (R. eutropha) y phbA, phbB  0.016 0.193 0.056 0.108 0.462 090 0413 0271 (9.99%) 0.038)
(A. vinelandii), tesB (E. coli)] ’
-E. coli MG1655 (DE3) 0.045 +0.051
Glicerol 40 g/L Apta/pACYCDuet-Gly-R3HB 031+ 6.42+ 035% 178+ ND ND 590+ 4.26% 122+ 0.03+0.033 [.Est =_0 i2+
[alrD, aldH (R. eutropha) y phbA, phbB  0.019 0.074 0.084 0.007 0.942 0.044  0.615 (5.29%) o.13é) =
3X NH, (A. vinelandii), tesB (E. coli)]

Lim. 0, -E. coli MG1655 {DE3)/p_Trc»R3HB 0.13+ 0.026
(37°C, 0.5 wm, [p_th, phbB (A. vinelandii), tesB (E. 0.33+ 4.77 + 0.25+ 143+ ND 405+ 3.59% 219+ 342+ 0.091+0.027 (Est=0.26+
800 rpm) coli)] + pACYCDuet-Gly [alrD, aldH (R. 0.001 0.015 0.019 0.117 1.147 0.623 0.735 0.643 (15.8%) 0.050)

eutropha)]
-E. coli MG1655 (DE3) Apta/pTrc-R3HB 0.09 + 0.025
[phbA, phbB (A. vinelandii), tesB (E. 030+ 5.46+ 032+ 132z np 176+ 092& 131+  215:+  0.056:0.178 (Est=0.22%
coli]] + pACYCDuet-Gly [alrD, aldH (R. 0.024 0.267 0.080 0.162 1.122 0.252 0.230 0.945 (9.96%) D.DG.D} -

eutropha)]
-E. coli MG1655 (DE3)/pACYCDuet-Gly- 0.054 + 0.003
Glicerol 40 g/L R3HB 0.20+ 533+ 033+ 0.61+ 4.69 = ND 3.70+ 273+ 421+ 0.12 + 0.006 (Est=0.07+

[alrD, aldH (R. eutropha) y phbA, phbB  0.001 0.015 0.001 0.006 1.352 1.791 0.077  0.181 (20.45%) 0.005)
3XNH, (A. vinelandii), tesB (E. coli)]

. -E. coli MG1655 (DE3) 0.048 + 0.002
(30°C, 0.5 vwm, Apta/pACYCDuet-Gly-R3HB 0.21+ 4.45+ 0.21% 0.60+ 572+ ND 597+ 391% 291+ 0.081+0.011 (.Est '_O 65+
650 rpm) lalrD, aldH (R. eutropha) y phbA, phbB  0.000 0.014 0.032 0.022 0.352 0.844  0.985  0.260 (14.38%) 0'00;7_) =

(A. vinelandii), tesB (E. coli)]
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7.5.3 La participacion de AlrD-AldH parece no tener efectos en la produccion
de (R)-3HB

El comportamiento de la cepa silvestre MG1655 (DE3) con el vector
pACYCDuet-Gly-R3HB fue muy similar al de la misma cepa transformada con el
vector pTrc-R3HB (Figura 16, Tabla 8). La y fue de 0.34 h! con una Qs de 1.61
g/Lh. Sin embargo, el rendimiento biomasa/sustrato fue 0.20 g/g, aproximadamente
50% menor que el obtenido con la cepa silvestre transformada con dos vectores
(Seccion 7.5.3). Los metabolitos producidos fueron formiato (2.88 g/L), acetato (5.39
g/L), lactato (1.29 g/L) y (R)-3HB (2.45 g/L). La productividad volumétrica global para
(R)-3HB fue 0.091 g/Lh, ademas de un rendimiento producto/sustrato de 0.06 g/g,
que corresponde al 10% del rendimiento maximo tedrico. Estos valores no variaron
significativamente a los obtenidos con la cepa MG1655 (DE3) sin expresar los genes
alrD y aldH; considerando solo la fase de produccion, la productividad volumétrica
de (R)-3HB disminuye cerca del 40%. Contrasta que la cepa tardd méas tiempo (27
horas) en consumir totalmente los 40 g/L de glicerol. Como se mencioné antes, en
otros reportes donde se utilizé el sistema AlrD-AldH, se observaron mejoras en la

velocidad de consumo de glicerol (Shah et al., 2014; Guo et al., 2018).

7.5.4 La cepa FRO1/pACYCDuet-Gly-R3HB produce bajos titulos de (R)-3HB

La cepa FRO1 (Apta) transformada con pACYCDuet-Gly-R3HB comparte
algunas similitudes en cuanto al crecimiento y produccion de metabolitos (Figura 16
y Tabla 8) al comparar con la misma cepa transformada Unicamente con pTrc-R3HB
(Seccién 7.4.2). La y observada fue de 0.31 h'l, muy similar a FRO1/pTrc-R3HB
(0.33 h'1), aunque menor que con pACYCDuet-Gly (0.40 h't). En cuanto al consumo
de glicerol, el rendimiento biomasa/sustrato fue de 0.35 g/g y Qs de 1.78 g/Lh. El
perfil de metabolitos presentd acetato (5.9 g/L), lactato (4.26 g/L) y el titulo méas bajo
de (R)-3HB (1.22 g/L) al comparar con las cepas evaluadas hasta este punto. El
rendimiento producto/sustrato y productividad volumétrica global, para (R)-3HB,

fueron de 0.03 g/g (5.29% del méaximo teodrico) y 0.045 g/Lh, respectivamente.
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Con base en lo anterior, se observa que la produccion de (R)-3HB baja un
82% con respecto a la cepa FRO1 transformada con el vector pTrc-R3HB. Es
importante resaltar que, en este caso, no se redujo la generacion de acetato aun
cuando la cepa tiene eliminado el gen pta, lo cual si se observé con la cepa
FRO1/pTrc-R3HB. Esto se observa con una relacion 8:1 (mol:mol) entre acetato y
(R)-3HB.

7.5.5 Latasa de consumo de glicerol no aumenta con el sistema AlrD-AldH

Comparando las Qs globales, la cepa silvestre consume glicerol 2.6% mas
rapido con el vector pACYCDuet-Gly-R3HB con respecto a pTrc-R3HB. Por su
parte, FRO1 aument6 10.7% en el mismo parametro. Este aumento llevé a pensar
que el consumo de carbono estaria actuando conforme a lo propuesto, es decir,
generar mayor cantidad de NADPH vy, por tanto, promover la generacion de (R)-
3HB.

Sin embargo, durante la fase de limitacion de oxigeno, la velocidad
volumétrica de consumo se comporta diferente. La Qs de la cepa silvestre MG1655
(DE3)/pACYCDuet-Gly-R3HB, que contiene al sistema AlrD-AldH, es 45% menor a
la transformada unicamente con pTrc-R3HB; mientras que FRO1 mantiene el
consumo volumétrico practicamente igual (97%), sin importar la participacion de
AlrD-AldH.

7.5.6 Las proteinas AlrD y AldH no son visibles por SDS-PAGE

Debido a que no se observaron los resultados esperados con el vector
pPACYCDuet-Gly-R3HB, se realiz6 un SDS-PAGE con la proteina soluble obtenida
de cultivar la cepa FRO1 en matraz a diferentes condiciones (Tabla 9, Figuras 17 y

18), de acuerdo con lo descrito en la estrategia experimental.
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Tabla 9. Evaluacion de la temperatura y efecto del IPTG en cultivos con la cepa FRO1 (Apta)

transformada con diferentes vectores.

Cultivos realizados en matraz con medio AM1 suplementado con glicerol (10 g/L) a 300 rpm. C:
Control; (-): sin adicién de IPTG.

Experimento z;TMG) TemiJoec:;atura Plasmido
C-pTrc 0.01 37 pTrc99A
C-pACYC 0.01 37 pACYCDuet-1
HB1 - 37 pTrc-R3HB
HB2 0.01 37 pTrc-R3HB
G-HB1 - 37 pACYCDuet-Gly-R3HB
G-HB2 0.01 37 pACYCDuet-Gly-R3HB
Gl 0.01 30 pACYCDuet-Gly
G-HB 0.01 30 pACYCDuet-Gly-R3HB

El SDS-PAGE mostro diferentes patrones de proteinas, obtenidas a partir de
las cepas evaluadas (Figura 17 y Tabla 9). Las proteinas de mayor interés son las
expresadas por los vectores pTrc-R3HB y pACYCDuet-Gly-R3HB, que se

identificaron de acuerdo con su peso molecular.

Las proteinas que componen la ruta de produccion de (R)-3HB son PhbA (41

kDa), PhbB (26.7 kDa) y TesB (32 kDa). Mientras que las enzimas que conforman

la via heterdloga de consumo de glicerol son AlrD (31 kDa) y AldH (50.6 kDa). Los

pesos moleculares se obtuvieron de la informacion depositada en Uniprot

(uniprot.org).
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Fig. 17. SDS-PAGE al 12% con proteina soluble de la cepa FRO1 transformada con diferentes
vectores.

Se evalud la cepa FRO1 transformada con diferentes vectores y variando la concentracion de
IPTG (ver Tabla 9). Con flechas se muestran las proteinas TesB y PhbB expresadas en pTrc-
R3HB. M: marcador de peso molecular; (*): proteinas inespecificas
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Fig.18. Cuantificacién de metabolitos mediante HPLC producidos por la cepa FRO1 (Apta)
transformada con diferentes vectores a diferentes temperaturas y concentraciones de IPTG (ver
Tabla 9).

(30): cultivos realizados a 30°C (aquellos sin esta etiqueta se realizaron a 37°C); Gly+HB:
pACYCDuet-Gly + pTrc-R3HB, cepa transformada con ambos vectores. Simbologia: (R)-3HB,
cuadros fondo rojo; Lactato, lineas horizontales fondo verde; Acetato, lineas diagonales fondo

violeta; Formiato, lineas verticales fondo naranja; Piruvato, puntos fondo amarillo.
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En los primeros carriles (Figura 17), no se muestran patrones diferentes entre
C-pTrc y HB1 (sin inductor). No obstante, al analizar el sobrenadante de HB1 por
HPLC, se obtuvo un titulo de 0.04 g/L de (R)-3HB, 0.179 g/L de formiato y 0.336 g/L
piruvato (Figura 18). El control con vector vacio, C-pTrc, s6lo mostro titulos similares

de formiato y piruvato.

Por lo anterior, pareciera que los genes phbA, phbB y tesB tienen expresion
de fondo, aunque el nivel de proteina es muy bajo para poder observarlo por SDS-
PAGE. Las bandas correspondientes a PhbB y TesB son mas notables en HB2 con
respecto a HB1, sugiriendo una mayor concentracion. Por su peso, PhbA migra
cerca de otras bandas inespecificas cerca de 41 kDa; sin embargo, se propone que
si se expresa con base en la produccion obtenida de (R)-3HB (0.142 g/L). En HB2
también se obtuvo formiato (0.301 g/L) y piruvato (0.247 g/L). Al inducir los cultivos
con 0.05 mM de IPTG no se obtuvieron niveles de (R)-3HB detectables (datos no
mostrados), por lo que agregar esta cantidad de IPTG parece tener un efecto
negativo en la produccion de (R)-3HB a partir de glicerol bajo las condiciones

evaluadas.

Los cultivos de FRO1/pACYCDuet-Gly-R3HB mostraron un comportamiento
diferente con respecto a pTrc-R3HB, ya que no se observo variacion en el patréon
de proteinas a las diferentes concentraciones de IPTG evaluadas con respecto al
control (C-pACYC). En el gel de proteinas no se observaron bandas que
correspondan con las enzimas PhbA, PhbB o TesB. Tampoco se observaron
bandas de las proteinas AIrD y AldH, sino soOlo una banda inespecifica de
aproximadamente 20 kDa. En este caso, los resultados de HPLC tampoco
mostraron algun efecto por la adicion de IPTG, siendo el piruvato el Unico metabolito
cuantificado en el control (0.584 g/L) y en las muestras con 0 mM y 0.01 mM de

IPTG, con titulos de piruvato cercanos a 0.4 g/L, en ambos casos.
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7.5.7 Latemperaturatiene un rol importante durante la produccioén de (R)-3HB
con el vector pACYCDuet-Gly-R3HB

Aunque el SDS-PAGE no mostré bandas que correspondan a las proteinas
esperadas (Figura 17), los metabolitos cuantificados por HPLC (Figura 18) muestran
que al disminuir la temperatura a 30°C se elevan los titulos de (R)-3HB hasta 1.304
g/L, con la cepa FRO1/pACYCDuet-Gly-R3HB, y 1.995 g/L en la misma cepa
transformada con ambos vectores pACYCDuet-Gly y pTrc-R3HB (Gly+HB). Se
observé la generacion de acetato en estos cultivos, que disminuyo al inducir con
IPTG (HB2) y aun mas al utilizar el sistema de dos vectores. De manera que,
aparentemente, el sistema AlrD-AldH si permite incrementar la produccion de (R)-
3HB a 30°C.

La temperatura 6ptima de crecimiento reportada para R. eutropha H16 es de
30°C, con numerosos estudios sobre la produccién de PHA’s a esta temperatura
(Chanprateep et al., 2008; Beeby et al., 2011; Miyahara et al., 2020). Asi mismo,
existen reportes donde se utilizé E. coli para expresar proteinas de R. eutropha a
37°C, con resultados positivos tanto sobre la produccion de (R)-3HB (Shiraki et al.,
2006) como consumo de glicerol (Shah et al., 2014). No obstante, es necesario

evaluar la actividad de las proteinas a diferentes intervalos de temperatura.

Ademas, la optimizacion en el uso de codones solicitada durante el disefio
del vector pACYCDuet-Gly podria tener efectos adversos. Se sabe que, durante la
sintesis de proteinas E. coli utiliza codones mas frecuentes que otros para la
traducciéon de elementos estructurales mas ordenados (p. e., alfa-hélices), mientras
que segmentos de union (“loops”) requieren de codones menos frecuentes. La
separacidn entre estas regiones estructurales requiere de un control temporal muy
fino para promover el plegamiento correcto, lo cual a su vez minimiza el riesgo de
agregacion, precipitacion y/o degradacion de estructuras mal plegadas en el citosol
(Angov et al., 2008). Por esta razon, se recomienda la expresion de proteinas

heter6logas a temperaturas mas bajas (Liponska et al., 2017).
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Entre los esfuerzos de este estudio por evaluar el funcionamiento del sistema
AlrD-AldH, no se realizaron ensayos sobre el efecto de la temperatura en la
produccion de (R)-3HB con las cepas transformadas con pACYCDuet-Gly-R3HB en
fermentador. Sin embargo, los resultados mostrados en la Figura 18, donde se
aprecia como a 30°C se promueve la sintesis de (R)-3HB, sugieren que es
necesario evaluar la produccion de (R)-3HB a esa u otras temperaturas por debajo
de 37 °C.

7.5.8 Disminuir latemperatura del cultivo implica el ajuste de otros parametros

Se propuso evaluar a la cepa silvestre MG1655 (DE3) y FRO1 (Apta)
transformadas con pACYCDuet-Gly-R3HB a 30°C. Sin embargo, al mantener las
mismas condiciones de aireacidén y agitacion utilizadas anteriormente (0.5 vwm y
800 rpm), no pudieron alcanzarse las condiciones limitantes de oxigeno como a
37°C (datos no mostrados). Es decir, la tension de oxigeno disuelto no bajé a cero,
ya que tanto la velocidad especifica de crecimiento como la velocidad especifica de

consumo de oxigeno son menores a 30°C en comparacion con las de 37°C.

La limitacion de oxigeno disuelto implica que la velocidad de transferencia de
oxigeno (OTR) es igual a velocidad de consumo de éste (OUR), por el

microorganismo presente en el cultivo, de manera que:
OTR = OUR
kia (CLa* - CrLa) = qoz X

Donde kia es el coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (h't),
CLa* es la concentracion de oxigeno en el liquido en saturacién (mmol Oz/L, en este
caso la solubilidad del oxigeno en el medio), Crala concentracion de oxigeno en el
seno del liquido (mmol O2/L), goz es la velocidad especifica de consumo de oxigeno

(mmol O2/g cow h) y X es la concentracion de biomasa celular seca (g cow/L).

Se sabe que la solubilidad del oxigeno (C.a*) disminuye conforme aumenta

la temperatura, por lo que este parametro difiere entre 37°C (0.2175 mmol O2/L) y
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30°C (0.2388 mmol O2/L). No obstante, el valor de OUR también se ve afectado al
disminuir la temperatura, como efecto de una ralentizacibn general en el
metabolismo de E. coli. Asi mismo, cambios en la aireacion o agitacion del sistema

genera cambios en el kLa, lo cual tiene como consecuencia variaciones en OTR.

En el Anexo 11.5 se muestra como el valor del k.a no se ve afectado de forma
considerable, pero goz disminuye practicamente a la mitad al cambiar la temperatura
de 37°C (1.97 mmol O2/g cow h) a 30°C (1.07 mmol O2/g cow h). De manera que, a
30°C y 800 rpm, el valor de OTR es aproximadamente 70% superior a OUR. Se
determind que, con la misma aireacion (0.5 vvm) y una agitacion de 650 rpm, se
podrian igualar ambas tasas (3.78 mmolOz2/Lh, variacion = 10%) y asi alcanzar

condiciones limitantes de oxigeno a 30°C.

7.5.9 La produccion de (R)-3HB se ve favorecida a menor temperatura

Al evaluar la cepa silvestre MG1655 (DES3) transformada con pACYCDuet-
Gly-R3HB a 30°C y 650 rpm (OTR = 3.78 mmolO2/Lh), el primer efecto fue una
disminucion en la y, que resulté de 0.20 ht, es decir, 42% menor con respecto a la
obtenida a 37°C y 800 rpm (5.87 mmolOz/Lh). La Qs también disminuy6 a 0.61 g/Lh,
casi una tercera parte si se compara con el cultivo de la misma cepa a 37°C y 800
rpm. En cuanto a la biomasa maxima (5.33 g/L) y al rendimiento biomasa/sustrato

(0.33 g/g), estos no sufrieron variacion con las modificaciones al cultivo.

Aungue la TOD disminuy0 constantemente las primeras 24 horas, el cultivo
con la cepa silvestre llegdé a un punto donde no fue posible mantener la limitacion
de oxigeno disuelto, el cual comenz6 a incrementar hasta el final del cultivo, cuando
se agoto el glicerol (Figura 19). Se obtuvo un titulo considerable de piruvato (4.69
g/L), ademéas de acetato (3.70 g/L), lactato (2.73 g/L) y (R)-3HB (4.21 g/L).
Considerando un rendimiento (R)-3HB/sustrato de 0.12 g/g (20.45% del maximo
tedrico), disminuir la temperatura en el cultivo resulté determinante, pues los titulos
finales de (R)-3HB se duplicaron con respecto a las condiciones anteriores (OTR =
5.87 mmolOz2/Lh) con el vector pACYCDuet-Gly-R3HB. La productividad volumétrica
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global disminuy6 a 0.054 g/Lh, como consecuencia de una menor velocidad de

consumo de glicerol (se agoté hasta las 72 horas).

7.5.10 La eliminacion de pta afecta la produccion de (R)-3HB a 30°C

En el caso de la cepa FRO1 (Apta) transformada con pACYCDuet-Gly-R3HB,
la u fue de 0.21 h'l y la Qs resulté de 0.60 g/Lh, ambos valores muy similares a los
de la cepa silvestre bajo las mismas condiciones. El rendimiento biomasa/glicerol

disminuy6 a 0.21 g/g, con una biomasa maxima de 4.45 g/L.

Aunque la fase de limitacion de oxigeno se mantuvo durante mas tiempo que
el cultivo con la cepa silvestre (aproximadamente 18 horas), la TOD tampoco se
estabilizé, al punto en que comenzé a incrementar de forma escalonada hasta el
final del cultivo. Considerando lo anterior, se produjo piruvato (5.72 g/L), ademas de
acetato (5.97 g/L), lactato (3.91 g/L) y (R)-3HB (2.91 g/L). Como se observo también
a 37°C en esta cepa con pACYCDuet-Gly-R3HB, los titulos de acetato y lactato
incrementaron con respecto a la cepa silvestre, algo que no se observé en FRO1
transformada con los dos vectores. Asi mismo, el titulo de (R)-3HB increment6 2.7
veces con respecto a las condiciones de mayor temperatura (37°C) y agitacion (800
rpm), implicando un rendimiento producto/sustrato de 0.081 g/g (14.38% del
maximo tedrico). Si bien el tiempo de cultivo de FRO1 fue de 58 horas, esto no se
vio reflejado en la productividad volumétrica (0.048 g/Lh), que se mantuvo igual que
a las condiciones anteriores con el vector pACYCDuet-Gly-R3HB. Sin embargo, la
eliminacién de pta ocasion6 un decremento en la produccién de (R)-3HB, de 4.21 a
2.91 g/L, al comparar con la cepa MG1655 (DE3)/pACYCDuet-Gly-R3HB cultivada
en las mismas condiciones. La produccion de una mayor cantidad de acetato (5.97
g/L) con la cepa Apta, en comparacion con el acetato (3.70 g/L) generado con la
cepa silvestre, indican un sistema complejo de regulacion en las vias que dan origen
a la formacién de acetato. Este comportamiento, y por tanto el abasto o consumo
de acetil-CoA (precursor del (R)-3HB), requiere ser estudiado mas a detalle en

futuros trabajos.
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Fig. 19. Evaluacion de la cepa silvestre MG1655 (DE3) y Apta (FR01) transformadas con el vector pACYCDuet-Gly-R3HB en
fermentadores a 0.5 vwvm y 650 rpm con una temperatura de 30°C.

En la parte superior se muestra la curva de crecimiento (cuadros negros), consumo de glicerol (circulos azules) y perfil de oxigeno disuelto
(asteriscos, linea punteada). En la parte inferior se muestra la produccion de metabolitos como acetato (diamantes violetas), (R)-3HB
(triangulos rojos), lactato (hexagonos verdes) y piruvato (circulos amarillos).

81



7.5.11 Variacion en los balances de carbono cuando se combina el sistema
AlrD-AldH con el de produccion de (R)-3HB

La distribucibn de moles de carbono hacia metabolitos, para las cepas
silvestre MG1655 (DE3) y FRO1 con el vector pACYCDuet-Gly-R3HB a diferentes
temperaturas y agitacion, asi como con el sistema de dos vectores, se dio de forma

diferente para cada cultivo (Figura 20).
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Fig. 20. Distribucién de los moles de carbono, provenientes del glicerol, durante la fase de
produccion con las cepas silvestre (Wt) y FR0O1 transformadas con el vector pACYCDuet-Gly-
R3HB; con el sistema en dos vectores (2v) compuesto por pACYCDuet-Gly y pTrc-R3HB y con
pACYCDuet-Gly-R3HB a menor temperatura 30°C y 650 rpm (TA).

Simbologia: (R)-3HB, cuadros fondo rojo; lactato, lineas horizontales fondo verde; acetato, lineas
diagonales fondo violeta; formiato, lineas verticales fondo naranja; piruvato, puntos fondo amarillo.

En los cultivos a 37°C y 800 rpm, la cepa silvestre transformada con
pACYCDuet-Gly-R3HB dirige el mismo porcentaje de moles de carbono hacia (R)-
3HB (11.77%) que cuando se transforma con el vector pTrc-R3HB (11.84%).
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Sin embargo, puede observarse como en la cepa FRO1/pACYCDuet-Gly-
R3HB no se favorecio la produccion de (R)-3HB durante la fase de produccion a
37°C y 800 rpm, pues solo el 4.78% de los moles de carbono se dirigen a este
producto; este valor es 5 veces menor con respecto a la cepa FRO1 transformada
con el vector pTrc-R3HB (24.22%).

A 37°Cy 800 rpm, la cepa silvestre MG1655 (DE3) transformada con ambos
vectores (pACYCDuet-Gly y pTrc-R3HB) destina mas moles de carbono hacia
metabolitos, observando un aumento del 45 al 67%, al comparar con la misma cepa
transformada con pACYCDuet-Gly-R3HB. Esto se reflej6 en un menor crecimiento
durante la fase de produccién, pero mayor aprovechamiento hacia productos, con
17% del carbono disponible hacia (R)-3HB y 16.33% para lactato. También se utilizé
mas carbono para formiato y piruvato, mientras que el valor para acetato se mantuvo

practicamente constante.

Cuando se analizé a FRO1 con el sistema de dos vectores (pACYCDuet-Gly
y pTrc-R3HB), a 37°C, 800 rpom y 0.5 vvm, se observo un comportamiento diferente.
Cuando esta cepa se transformé con el vector pACYCDuet-Gly-R3HB, logré dirigir
38.26% de los moles de carbono a metabolitos, mientras que cuando posee ambos
vectores este porcentaje disminuy¢é a 33.88%. De este ultimo, un 6.83%
corresponde a la generacion de (R)-3HB, ligeramente mayor al 4.78% destinado por
esta misma cepa transformada sélo con pACYCDuet-Gly-R3HB. Una de las
mayores diferencias, entre estos dos sistemas, fue una disposicion de carbono
hacia acetato tres veces menor cuando FRO1 fue evaluada con dos vectores; en
ese caso el formiato también se vio disminuido. El lactato, por su parte, se mantuvo

constante.

Al reducir temperatura y agitacion a 30°C y 650 rpm, respectivamente, los
balances de carbono resultaron distintos. En estas condiciones ambas cepas
transformadas con el vector pACYCDuet-Gly-R3HB dirigen cerca del 72% del
carbono disponible hacia metabolitos. El balance para estos cultivos se hizo a partir
del punto en cual la TOD alcanza su minimo (al no mantenerse estables las

condiciones de limitacion de oxigeno).
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Considerando lo anterior, las cepas silvestre y FRO1 transformadas con
pPACYCDuet-Gly-R3HB dirigen porcentajes similares de carbono hacia (R)-3HB,
11.43% y 9.8%, respectivamente. Lo mismo sucede con respecto al lactato. No
obstante, el carbono dirigido hacia acetato aumenta mas de cuatro veces en FR01
(20.18%) con respecto a la cepa silvestre (4.79%). Como puede observarse, la
produccion de acetato no disminuye y hasta parece incrementar conforme se
acumula el piruvato. Esto coincide con estudios donde se reporta que cepas de E.
coli pta pueden mantener o incluso incrementar la actividad de la piruvato oxidasa
(PoxB), generando acetato a partir del piruvato (Dittrich et al., 2005; Castafio et al.,
2009).

En los cultivos a 30°C y 650 rpm, se acumula una gran cantidad de carbono
en forma de piruvato. La cepa silvestre desvia hasta 44.54% y FRO1 30% hacia este
producto. Al observar las curvas de produccién para las cepas transformadas con
pACYCDuet-Gly-R3HB (Figura 19), puede notarse cémo conforme la TOD
comienza a aumentar, la sintesis de productos de fermentacion como (R)-3HB y
lactato se desacelera, y al mismo tiempo se incrementa la produccion de piruvato.
Este comportamiento cobra mas notoriedad con la cepa FROL1. Existen reportes con
respecto a la inhibicion del complejo PDH, como consecuencia de la eliminacién del
sistema Pta-AckA y, por tanto, la acumulacién de acetil-CoA (Vadali et al., 2004;
Castano et al., 2009). De manera que lo anterior, en conjunto con las condiciones
de transferencia de oxigeno, pareciera beneficiar la generacion de piruvato que no

es oxidado en otros productos.

7.5.12 Efectos en el rendimiento al implementar estrategias para mejorar la
produccion de (R)-3HB cuando se combinan el sistema AlrD-AldH y el de
produccion

Como se realizo en la seccion 7.4.8, se calculé el rendimiento maximo de la
ruta metabdlica al transformar las cepas con el vector pACYCDuet-Gly-R3HB,
considerando los 2 moles de NADPH generados por cada mol de glicerol consumido

y el aprovechamiento de una de estas moléculas en la produccion de (R)-3HB. El
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rendimiento maximo de esta ruta (YP) (Dougar & Stephanopoulos, 2011) es de 0.565
g/g (ver Anexo 11.3), el cual es 1.5 veces mayor a lo calculado con la via metabdlica
utilizando el vector pTrc-R3HB, ademas de corresponder con el maximo tedrico

estequiométrico.

En la Tabla 10 se muestra la eficiencia con respecto al YP, que corresponde
con lo mostrado en la Tabla 8 como Yps (Mmaximo tedrico). Ademas, de acuerdo con
estos datos, la eficiencia obtenida al acoplar las vias sintéticas de consumo de
glicerol y produccién de (R)-3HB en la cepa silvestre MG1655 (DE3) y FRO1 fue

baja, si se compara con lo obtenido con pTrc-R3HB (Tabla 7 y Figura 13).

Tabla 10. Eficiencias de produccién de (R)-3HB generado por las cepas evaluadas con respecto al
maximo tedrico posible debido a la estequiometria de la via metabdlica (Y®) utilizando el vector
pACYCDuet-Gly-R3HB vy el sistema compuesto por los dos vectores (2V) pTrc-R3HB y
pACYCDuet-Gly.

Cepa/Experimento Eficiencia (%)
MG1655 (DES3) 9.99
FRO1 5.29
MG1655 (DE3)/ 2V 15.8
FRO1/ 2V 9.96
MG1655 (DE3)/ 30°C-650 rpm 20.45
FRO1/ 30°C-650 rpm 14.38

Es rescatable como las eficiencias incrementaron conforme se aplicaron las
estrategias planteadas. Tanto la cepa silvestre como FRO1 aumentan su eficiencia
un 5% entre el sistema con pACYCDuet-Gly-R3HB y cuando se transformaron con
los dos vectores (pACYCDuet-Gly y pTrc-R3HB). Adicionalmente, ambas cepas
presentaron otro 5% de aumento cuando se disminuy0 la temperatura a 30°C y la
agitacion a 650 rpm. Considerando el potencial de la ruta metabdlica propuesta, se
propone que estas eficiencias pudieran incrementar aun mas ajustando la
transferencia de oxigeno para lograr las condiciones de limitacion de oxigeno

requeridas.
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Ademas, al comparar las velocidades volumétricas de produccion de (R)-3HB
(Figura 21), se aprecia como en la cepa silvestre este valor aumenté al ser
transformada con dos vectores por separado (2v), pero disminuy6 cuando se llevo
a cabo el cultivo a 30°C (TA). Por su parte, con la cepa FRO1 se observé el mismo

comportamiento.
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Fig. 21. Velocidad volumétrica de produccién de (R)-3HB con la cepa silvestre (barras rojas con
recuadros) y FRO1 (Apta, barras azules lisas). Se muestra también la eficiencia estequiométrica
para la cepa silvestre (Wt, circulos negros, linea punteada) y FR01 (Apta, triangulos negros, linea
punteada).

2v: sistema de dos vectores pTrc-R3HB y pACYCDuet-Gly; TA: temperatura (30°C) y agitacién
(650 rpm).
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VIIl. CONCLUSIONES

La eliminacion de los genes pta (FR01) y pflIB (FR02) del cromosoma de E. coli
MG1655 (DE3), en cultivos bajo condiciones de limitacion de oxigeno, permitio incrementar
la produccion de (R)-3HB en las mutantes transformadas con el vector pTrc-R3HB. Esto
sugiere que evitar la produccién de acetato y formiato, por estas vias, aumenta la

disponibilidad de acetil-CoA y piruvato para la generacion de (R)-3HB.

Pardmetros como el rendimiento de (R)-3HB con respecto al glicerol y la
productividad volumétrica, fueron similares para las mutantes FR0O1, FR02, FR03 y AV14
transformadas con el vector pTrc-R3HB. Estos resultados sugieren que se alcanzd un
maximo en los titulos de (R)-3HB bajo las condiciones evaluadas. Es decir, la produccion
podria estar limitada por factores metabélicos como el NADPH disponible, asociado a su
vez con el balance de éxido-reduccion; la transferencia de oxigeno, de la cual depende la
produccién de este metabolito y otros acidos organicos; o bien, la activacion o represién de
puntos de regulacion clave en el metabolismo de E. coli, como consecuencia de la fuente
de carbono empleada, respiracion, vias metabdlicas utilizadas, o el balance de 6xido-

reduccion, entre otros.

Al evaluar las cepas MG1655 (DE3) y FRO1 transformadas con el vector
pACYCDuet-Gly-R3HB, expresando la via heter6loga de consumo de glicerol,
disminuyeron los titulos de (R)-3HB vy la velocidad volumétrica de consumo de glicerol, en
comparacion con las cepas transformadas con el vector pTrc-R3HB. Sin embargo,
disminuyendo la temperatura (37 a 30°C) y la velocidad de transferencia de oxigeno (5.87
a 3.78 mmolO,/Lh) se consiguié duplicar el valor de estos parAmetros. Se considera que
una menor temperatura permitié6 una mejor expresion de las proteinas AlrD y AldH, aunque
es necesario realizar ensayos de actividad enzimatica y la cuantificacion de NAD(P)H para

confirmar esta hipotesis.

Disminuir la temperatura de incubaciéon a 30°C fue positivo para la produccion de
(R)-3HB con las cepas transformadas con el vector pACYCDuet-Gly-R3HB. Sin embargo,
no fue posible mantener la limitacién de oxigeno usando un valor de k.a igual a 15.84 h1.
Estos datos sugieren que es necesario evaluar diferentes velocidades de transferencia de
oxigeno en el cultivo a 30°C, ya que, en las condiciones evaluadas, se acumulé una gran

cantidad de piruvato, ademas de (R)-3HB.
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IX. PERSPECTIVAS

Realizar estudios de transferencia de oxigeno a 30°C con cepas de E. coli
transformadas con el vector pACYCDuet-Gly-R3HB. Estandarizar las condiciones de
aireacion y agitacion necesarias para alcanzar condiciones de limitacion de oxigeno en el

medio, lo cual podria mejorar la produccion de (R)-3HB a partir de glicerol.

Cuantificar la concentracion intracelular de cofactores NAD*, NADP*, NADH vy
NADPH en cultivos con las cepas evaluadas en este trabajo, bajo condiciones limitantes de
oxigeno a 30 y 37°C. Lo anterior con el propdsito de confirmar si las diferencias en la
relacién NAD(P)H/NAD(P)* tienen un efecto en los titulos obtenidos de (R)-3HB.

Evaluar las actividades enzimaticas de AlrD y AldH en las cepas que expresan el
vector pACYCDuet-Gly y pACYCDuet-Gly-R3HB, con el fin de determinar la actividad
enzimética intracelular de ambas proteinas. Adicionalmente, caracterizar el
comportamiento cinético de las proteinas AlrD y AldH. A partir de extractos crudos obtenidos
de cepas transformadas con pACYCDuet-Gly, es posible realizar ensayos de actividad y
determinar las constantes cataliticas (Ku, Vmax Y Kear) con glicerol y gliceraldehido como

sustratos, respectivamente.

Implementar estrategias que favorezcan el plegamiento correcto de las proteinas
AlrD y AldH a 37°C, en cepas transformadas con pACYCDuet-Gly-R3HB. Se ha reportado
que la sobreexpresion de chaperonas y co-chaperonas propias de E. coli pueden mejorar

los niveles de actividad y concentracion de proteina soluble (Bui et al., 2019).

Evaluar la cepa AV14 como plataforma para la produccion de succinato a partir de
glicerol, al considerarse un compuesto quimico de alto interés industrial actualmente.
Realizar cultivos en condiciones de limitacion de oxigeno para incrementar el
fosfoenolpiruvato disponible, o bien, la expresién de una piruvato carboxilasa (Pyc), son
algunas de las estrategias que se han propuesto para este fin (Blankschien et al., 2010;
Kang et al., 2010; Martinez-Valenzuela, 2018; Heitmann et al., 2019).
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XI. ANEXOS

11.1 Mapay caracteristicas del vector pCP20

cat promoter

A reﬁressor fts}

AmpR|

AmpR promoter

= pSC101 ori: origen de replicacion de bajo numero de copias. Requiere de la
proteina Repl101.

= Repl01: gen repl01 que codifica para la una version termosensible de la
proteina RepA (A56V). Necesaria para la replicacion del origen pSC101.

» AmpR: B-lactamasa. Confiere resistencia a ampicilina, carbenicilina y
antibioticos relacionados. Incluye promotor.

» FLP: Recombinasa sitio-especifica de S. cerevisiae. La recombinacion tiene
lugar en las secuencias FRT.

= Represor A (ts): Variante termosensible del represor del fago A (AG7T).

» CmR: Cloranfenicol acetiltransferasa. Confiere resistencia al cloranfenicol.

Incluye promotor.

92



11.2 Secuencia nucleotidica del vector pACYCDuet-Gly (sistema AlrD-AldH)

CATATGAAGCAAGTCACCCTGCCCGACGGCGAGCGCATCCCGGCGCTCGGCATGGGAACGTGGAATAT
GGGCGAGTCGCGCGCCGCGCGCGCCGAAGAAATCGCCACGCTGCGCCTGGGCCTGGACCTTGGCCTG
CGGCTGATCGATACCGCCGAGATGTATGGCGAGGGCCAGTCCGAGGAGATGATCGGCGAGGCCATCGC
CGGGCGCCGCGACGAGGCCTTCCTCGTCAGCAAGGTCTATCCCTTCAACGCCAGCCGGCGCGGCACCG
TGCAAGCCTGCGAGCGCAGCCTGAAGCGGCTGCGCACCGACCGCATCGACCTCTATTTATTGCACTGGC
GCGGCGGCGTGCCGCTGGAAGAGACCGTGCAGGCCATGGAGGCGCTGCAGCGCGACGGCAAGATCCG
CCGCTGGGGCGTGAGCAACCTGGACCTGTCCGATATGCAGGAGTTGTGGGACGCACCGGGCGGCGACC
GGCTGGCCATCAACCAGTTGCTGTACAACCTGGGCCGGCGCGGCATCGAATGGGACCTGCTGCCGTGG
CTGCGCCAGCGCGGCGTGCCGGTGATGGCCTATTCGCCGATCGAGCAGTCACGCCTGCTGGGCAACCC
CGGTCTGAAGCGCTTTGCGCGCGACCACGGCATGACGGCGGCACAGGCGGCGCTGGCCTGGCTGCTG
GCGCAGGACGGCGTCATCGCCATCCCCAAGACCAGCCGGCGCGAGCGCCTGCTGGAGAACCTGGGCG
CGCTGTCGCATACGCTGTCGGCCGCCCAGCTGGCCGAGCTCGACCGCATCTTCCCGCCGCCCGACGGC
CCGGGCCCGCTGGAAATGCTTIGATCATGATCTAGAGATTAAAGAGGAGAAATACTAGATGCGAGAAGT
CCCCGACCTGTCGTCCGTCTTTGGCGCCATGCACGCCGCGTCGCGGCGCGACCAGCTGCCCGCCTGGG
CCGTGCGTGCCGACCGCCTGCAGCGCCTGCGCCGGCTGGTGACAGAGAACGAGGCTGCCATTGLCCGCCC
GCCATTCACGCGGACTTCACCAACCGGCCGCGGCAGGAAACCGCGCTGCTGGAGGTATTCCCGAGCCT
CGGCGGCATCGACGACGCGCTGCGCCACGGCAAGCGCTGGATGCGCGTGCGCCGCGCCGLCACCGGL
TTCTGGTTCCGCCCGGGCCGCTCGCGGCTGGTGCCGCAGCCGCTGGGAGTGGTGGGCATCGTGGTGCC
CTGGAACTATCCGCTGTACCTGACGGTAGGGCCGCTGGCCGGCGCGCTGGCGGCGGGCAACCGCGCCA
TGGTGAAGCTGTCGGAATACACGCCGCGCTTTGCGGCCTTGTTCGCGCAACTGGTGCCGCAGCACTTTG
CGCCGGACGAGATCATGGTGGTCAATGGCGATGCCGAGGTGGCGAGCGCCTTTACCGCGCTGCCCTTC
GACCACCTGCTGTTCACCGGCTCGACCGCGGTCGGCCACCATGTGATGCGCGCGGCAGCCGCCAACCT
GACCCCGGTGACGCTGGAACTCGGCGGCAAATCGCCGGCGATTATCGGCGCCGGCGCTGACCTGCCGC
GTGCGGTGGAACGCATCCTGGTGGGCAAGCTGATGAACGCGGGCCAGACCTGCATCGCGCCAGACTAC
GTGCTGGTGCCGGAAGACCTGCGCGGGCAGCTGGTGGAGCCGGCACGCCGGTGCGTTGACCGGCTCTA
TCCGGACCTGGCGCGCAACCGGGACTACACCAGCATCATCAGCCCGCGCCACTTCGCGCGGCTGGCGG
CGCTGGTGGACGAAGCCGCGGCGCAAGGCGCGACCGTGGTGCCGCTGTCCGATGCGCAGCCGGACGL
GCACGCGCGGCGCCTGCCACCGGTGCTGCTGCTGGATGTGCCCGAAGGCGTCACGGCGATGCGCGAG
GAGATCTTCGGGCCGGTACTGCCCGTGGTGACGTACCGCACCCTGGACGAGGCGGTGGACTACATCAAT
GCGCGCCCGCGGCCGCTGGCGCTATACCTGTTCGAGCGCGACCGCGGCGCCATCGGCCATGTGATGAA
GCAGACCGTTGCCGGCGGCGTCACGGTCAACGACACCCTGTTCCATATCGCCCAGGACGGCCTGCCCTT
CGGCGGGGTCGGCGCCAGCGGCATGGGCGCCTATCACGGCCAGGCGGGCTTCGACACCTTCTCCAAGG
TGAAGCCGGTGTTCCACCAGGCCGGCCTGAACGGCGCAGGACTGCTCAAGCCGCCTTACGGCAAGACC
TTCGAAACCATGTTGCGCCTGCTTCTGCGTIGAGGTACC

Cadigo de color:

Sitios de corte para comprobar: Ndel, Pagly Acc65I (en orden)
Codones de inicio y de paro

Secuencia nucleotidica de alrD con uso de codones optimizado para E. coli
Secuencia nucleotidica de aldH con uso de codones optimizado para E. coli

Sitio de unidén aribosoma 6 RBS (secuencia Shine-Dalgarno)
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11.3 Estequiometria y calculo del potencial de vias metabdlicas (Dugar &
Stephanopoulos, 2011).

Grados de reduccion de elementos:

C=4
H=1
0=-2

Grados de reduccion del sustrato y producto (y):
Glicerol (C3HsOs3) = (3x4)+(8x1)+(3x(-2)) = 14

(R)-3-hidroxibutirato (C4H403) = (4x4)+(8x1)+(3x(-2)) = 18

Rendimiento méaximo:

YE = Cantidad maxima de producto asumiendo que toda la energia generada a
partir del sustrato es dirigida a dicho producto.

YE =ys/ yp=14/18 =

0.78 mol R3HB/ mol Gly [=] 0.88 g R3HB/ g Gly

Rendimiento de la via metabdlica:

Considerando las reacciones:

R1 - -CH20 — aNADPH +bProducto + cATP + dNADH + eCO2
R2 > -CH20 + 2NADPH + CO2
R3 > -CH20 + 4.82ATP + CO2

YP = Cantidad maxima de producto dependiente de la via metabdlica,
considerando su estequiometria (R1, R2, R3).

P— Y = L
R1+R2+R3 1+%/5,=(%/4.82)if c<0 else c=0
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Al no haber produccion de NADPH ni ATP, el valor de Y es igual al
rendimiento con base en R1 solamente.

La via metabdlica balanceada para las cepas transformadas con el vector
pTrc-R3HB es:

R1 - -2 CHg30 - NADPH + Ca/3Hsi30 + 6 NADH + 2 ATP

De manera que:

1 L R3HB
VP = ( mo /(2 mol Gly) _

1+(3)

0.33 mol R3HB/ mol Gly [=] 0.38 g R3HB/ g Gly

Con una eficiencia (n) con respecto al rendimiento maximo YE:

n=42.84%

La via metabdlica general balanceada de las cepas transformadas con el
vector pACYCDuet-Gly-R3HB por moles de C de glicerol:
R1 = -2 CHsg;30 + Ca/3Hsi30 + NADPH + 4 NADH

De manera que:

(1 mol R3HB/(2 mol Gly) _

+(3)

0.5 mol R3HB/ mol Gly [=] 0.565 g R3HB/ g Gly

YP =

Con una eficiencia () con respecto al rendimiento maximo YE:

n=:64.22%
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11.4 Caracteristicas del método de HPLC.

= Fase movil: Acido sulfarico 5 mM.
» Fase estacionaria: 2 columnas Aminex HPX-87H conectadas en serie.
*  Flujo: 0.4 mL/min.
= Temperatura: 30°C.
» Generalidades del equipo:
o Detector UV de arreglo de diodos Waters 996 (PDA).
o Detector de indice de refraccion Waters 717 (IR).
= Esquema general:

sample [ ' ]
_'l : | M-
lids Injector Detector -
pump
HPLC column l

HPLC = Data aquisition
solvent v
HPLC column
waste
500 mr: a) . .
400 uaé i : ‘Pé c)
: ] : a (0;‘;‘4
300,00 3 e H)LOH HO\/‘.J\I‘./OH x
- 200.00 °© [ H‘C)O\Hj‘cﬁ k k%

100.00-

0.0

g g5 B B EFE
=
Y
&] o
o
I

b) :
A d)
|

“"C\'TJ‘JL\UH sk M : on  KEEKE

. P oH 0 i
HiC OH & OH

A LI H
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Fig. 22. Comparacion entre cromatogramas obtenidos con diferentes métodos (Arriba: IR; Abajo:
PDA).

a'y b) Método: Acido sulfarico 5 mM (fase mavil), 50°C y 0.5 mL/min. Columna Aminex HPX-87H.
No hay resolucion entre picos de glicerol, (R)-3HB y formiato (flechas).
¢ y d) Método: Acido sulfarico 5 mM (fase mavil), 30°C y 0.4 mL/min. Dos columnas Aminex HPX-
87H. Se resuelven eficientemente los picos para glicerol, (R)-3HB y formiato.
Compuestos evaluados (de izquierda a derecha): Piruvato, succinato, lactato, glicerol (*), (R)-3HB
(**), formiato (***) y acetato (****).
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11.5 Efecto de la temperatura en coeficientes de transferencia de oxigeno
(kLa) y velocidad especifica de consumo de oxigeno (qo2)

40

301

N
o
1

kLa (h'h)

101

400 500 600 700 800 900
RPM

Fig. 23. Efecto de la velocidad de agitacion (RPM) sobre el coeficiente volumétrico de
transferencia de oxigeno (k.a) manteniendo constante el flujo de aireacion (0.5 vvm) a 30°C.

El experimento se realiz6 utilizando una solucién con 40 g/L de glicerol, simulando al medio
minimo mineral AM1 empleado en este trabajo.

800 rpm, 0.5 vwm
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Fig. 24. Diferencia entre los valores de kLa y qoz a 30°C con respecto a 37°C.

Se mantuvo la misma agitacion (800 rpm) y aireacion (0.5 vvm). k.a se mantiene casi
constante, en cambio, goz baja al 50% cuando la temperatura cambia de 37°C a 30°C.
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Para calcular goz se utilizo la siguiente expresion, bajo la suposicion de condiciones
limitantes de oxigeno. Los valores de C A" se ajustaron considerando una altura de
1,510 msnm para la ciudad de Cuernavaca, Mor.

OTR =0UR
kLa (CLa* - CLa) = Qo2 X

A 37°C:
kia = 27.36 ht
Cra* = 0.2155 mmol O2/L
CrLa = 0 mmol O2/L

X = Promedio de la biomasa alcanzada por las cepas a 37°C durante limitacion
de oxigeno.

X =3 gl

Despejando

Oo2=1.97 mmol O2/g CDW h

A 30°C:
kLa =29.52 h't
CrLa* = 0.2388 mmol O2/L
Cra = 0.0937 mmol O2/L (siendo 40% el valor méas bajo de TOD alcanzado)

X = Promedio de la biomasa alcanzada por las cepas silvestre y FR01 a 30°C
para alcanzar el punto minimo de TOD (datos no mostrados).

X =4 gL

Despejando

goz = 1.069 mmol mmol O2/g CDW
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