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Resumen

RESUMEN

El (R)-3-hidroxibutirato (R3HB) es un precursor quimico de alto interés en la industria
farmacéutica para la sintesis de compuestos de alto valor agregado, como antibidticos. Su
produccion en sistemas microbioldgicos presenta diversas ventajas entre las que destacan la
estereoespecificidad y sustentabilidad del sistema. Para esto se han utilizado las vias de sintesis de
los polihidroxialcanoatos; polimeros de reserva en muchos microorganismos formados por
monodmeros de acidos (R)-hidroxialcanoicos, como el R3HB. Se ha estudiado la produccion de este
compuesto en E. coli utilizando varias estrategias, destacando la utilizacion de la tioesterasa II
endogena de E. coli (expresada por el gen fesB), la cual tiene un amplio rango de especificidad
hacia sustratos acilo de coenzima A de distintos nimeros de carbono. Sin embargo; la produccion
podria ser mejorada por medio de la ingenieria metabolica. Los factores clave para mejorar la
produccion de R3HB son la disponibilidad del precursor acetil-CoA y la del cofactor NADPH en
la célula. En este trabajo se evalu6 la produccion de R3HB utilizando las primeras dos enzimas de
la via de produccion del P3HB de Azotobacter vinelandii (genes phbA y phbB) junto con la
sobreexpresion de la tioesterasa I de E. coli (gen tesB). Ademas se estudid el efecto de la
eliminacion de las vias que compiten por el flujo de carbono para la acumulacion de acetil-CoA y
el aumento de la disponibilidad de NADPH por medio de una gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa dependiente de NADP" de Streptococcus mutans. Se logré la produccion de R3HB
a partir de glucosa en condiciones de limitacion de oxigeno moderada, utilizando una cepa de E.
coli transformada con el vector de produccidn que expresa los genes phbB, phbA y tesB en operdn.
Se alcanz6 10.4 g/L de R3HB, un rendimiento de 0.27 gr3us/gcLc y con una productividad de 0.59
g L''h!, la cual es la més alta reportada hasta la fecha utilizando a E. coli. Asi mismo, se observo
una posible actividad de la tioesterasa II sobre el acetil-CoA para la formacion de acetato, por lo
cual el tener una via de regeneracion de acetil-CoA a partir del acetato; como es la via ack4-pta
resulta en una ventaja para la produccion de R3HB. Adicionalmente la sobreexpresion del gen
gapN de S. mutans logré aumentar el rendimiento de produccion entre el 30% hasta a més del
100%, comparado con el obtenido expresando Unicamente la via sintética de produccion. Los
resultados dejan claro que el aumento en la disponibilidad del cofactor es una estrategia adecuada
para la produccion del (R)-3-hidroxibutirato. Sin embargo, la sobreexpresion de los genes fesB 'y
gapN causa una carga metabolica excesiva, por lo cual la modulacion de su expresion es un factor

que debe ser considerado para futuros estudios.



Abstract

ABSTRACT
The building block (R)-3-hydroxybutyrate (R3HB) is a chemical precursor for the synthesis of fine

chemicals, among others in the pharmaceutical industry, such as antibiotics. In comparison to
chemical processes, R3HB production by microorganism has some advantages: to obtain optically
pure R3HB preparations; and the use of sustainable processes. The biosynthetic pathways for
polyhydroxyalkanoates (PHAs; which are carbon and/or energy storage materials in many
microorganisms) has been used as a starting point for the microbiological production of R3HB.
The PHASs are polymers formed by (R)-hydroxycarboxylic acids such as R3HB. The production of
R3HB has been studied using E. coli with different metabolic strategies, highlighting the use of the
endogenous thioesterase Il of E. coli (expressed by the gene fesB); which has a wide range of
specificity for acyl coenzyme A substrates with different numbers of carbons. However, the R3HB
titer and rate of synthesis could be improved through metabolic engineering. We propose that the
key factors to improve the production of this compound are the availability of acetyl-CoA and
NADPH in the cell. In this study, the production of R3HB was evaluated using the first two
enzymes of the polyhydroxybutyrate pathway of Azotobacter vinelandii (phbA and phbB genes),
together with the overexpression of the E. coli thioesterase 11 (tesB gene). In addition, the effect of
eliminating competitive pathways for acetyl-CoA consumption and the increased availability of
NADPH, through the expression of a glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase NADP™*
dependent from Streptococcus mutans, was studied. An E. coli strain transformed with a plasmid
harboring the phbA, phbB and tesB genes, was used to produce (R)-3-hydroxybutyrate from glucose
in bioreactors with a stage of oxygen limitation; achieving 10.4 g/L R3HB, a yield of 0.27
granp/gaLe, and a productivity of 0.59 grsus L' h'!, which are one of the highest productivities
reported so far using recombinant E. coli. Likewise, a possible thioesterase II activity on acetyl-
CoA to form acetate was observed; together with other results, this fact suggests that the ack4-pta
pathway is required for the production of high titers of R3HB, mainly due to a potential
regeneration of acetyl-CoA from acetate through this route. Furthermore, compared with the yield
obtained using only the synthetic R3HB pathway, the overexpression of the gapN gene of S. mutans
allowed to increase the production yield from 30 % up to more than 100 %. The results make it
clear that the increased availability of the cofactor NADPH is an appropriate strategy for the
production of (R)-3-hydroxybutyrate. However, overexpression of the gapN and tesB genes in
plasmids causes a metabolic burden effect, reducing the growth of the strain and the production of

R3HB; whereby a tight modulation of gapN and fesB levels should be considered in future studies.
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I.- INTRODUCCION

La obtencion de precursores quimicos para la sintesis de compuestos de alto valor agregado es un
area en crecimiento con un gran potencial de investigacion y optimizacion. Un ejemplo de estas
moléculas son los 4cidos hidroxialcanoicos quirales (HAs) que son de gran interés en la sintesis de
compuestos como vitaminas, antibidticos, feromonas, etc., ademas de tener otras aplicaciones
como la formacion de polimeros, biocombustibles e incluso aplicacion en el area clinica (Chen y
Wu, 2005; Tokiwa y Ugwu, 2007; Lee y Lee, 2003). En particular el estereoisomero (R)-3-
hidroxibutirato (R3HB), es un importante precursor para la sintesis de 4-acetoxi-azetidinona, el
cual es utilizado para la formacion de antibidticos carbanepem; cuyo mercado global asciende a

mil millones de USS$ al afio (Lee y Lee, 2003).

Algunos de los precursores quimicos se obtienen a partir del cultivo de microrganismos los cuales
las sintetizan de manera natural, aunque muchos de estos en cantidades no suficientes para su
comercializacion. Con el surgimiento de disciplinas como la ingenieria genética y la ingenieria
metabolica, ha sido posible la modificacion genética de microorganismos, con el fin de alterar su
metabolismo y dirigirlo hacia la obtencion de estas moléculas (Lee y Lee, 2003; Chen et al. 2013;
Leeetal. 2011a; Lee etal. 2011b). La ingenieria metabolica se puede definir como la manipulacion
del metabolismo para re-dirigir los flujos de carbono hacia la formacion de algin producto o
mejorar las propiedades celulares; a través de la modificacion de reacciones bioquimicas
especificas o de la introduccion de nuevas, con el uso de la tecnologia del ADN recombinante

(Stephanopoulos et al., 1998, Yang et al., 1998).

Los Polihidroxialcanoatos o PHAs son un grupo de poliésteres producidos por una gran variedad
de microorganismos como respuesta al estrés ambiental o desbalances en sus potenciales de 6xido-
reduccion. Por lo que se pueden sintetizar en condiciones tales como bajos niveles de nitrogeno,
fosforo u oxigeno, asi como con un exceso de la fuente de carbono (Keshavarz y Roy, 2010). Estos
polimeros son de gran interés comercial debido a sus propiedades termoplasticas y de
biodegradabilidad (Nikel ez al., 2005). El Poli-3-HidroxiButirato (P3HB) es el PHA mas estudiado
y mejor caracterizado. Mediante ingenieria metabdlica se ha logrado la produccion de P3HB en
Escherichia coli, expresando los genes de la via de sintesis de P3HB de diversos organismos en
plasmidos (Madison y Huisman, 1999; Nikel et al., 2006; Centeno-Leija et al., 2014). Debido a la

estereoespecificidad de las enzimas implicadas en la via de sintesis del P3HB es posible utilizar
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¢stas para la obtencion del estereoisomero (R)-3-hidroxibutirato (Lee y Lee, 2003; Liu et al., 2007;

Tseng et al. 2009).

Los genes que participan en la via de sintesis del P3HB se encuentran en un operdn que consta de
tres genes: phbA, que codifica una B-cetotiolasa; phbB que codifica para la acetoacetil CoA
reductasa; y phbC, que codifica para la PHA sintetasa (Madison y Huisman, 1999). Una estrategia
interesante para la produccion heterdloga de (R)-3-Hidroxibutirato, es incorporar parcialmente la
via de sintesis de P3HB de A. vinelandii, sustituyendo el gen phbC que codifica para la PHA
sintetasa, por el gen tesB que codifica para la tioesterasa Il de E. coli con el fin de dirigir la
produccion de 3HB-CoA a R3HB (Liu et al., 2007). La acetoacetil CoA reductasa (PhbB) es una
enzima dependiente de nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato reducida (NADPH). Se ha
demostrado que la cantidad de NADPH disponible en la célula es un factor limitante para la via de
sintesis del P3HB, por lo cual se han buscado diversas estrategias para aumentar su disponibilidad
en la célula (Madison y Huisman, 1999; Lee et al., 2013; Centeno-Leija ef al., 2014). En un estudio
reciente, en nuestro laboratorio de Ingenieria de Vias Metabolicas, se comprobo que la sobre
expresion del gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, dependiente de NADP (gapN)
proveniente de Streptococcus mutans, logra aumentar el NADPH disponible en la célula y

aumentar la produccion de P3HB (Centeno-Leija ef al., 2013, Centeno-Leija et al., 2014).

Otros factores importantes a considerar son la cantidad de acetil-CoA, el precursor de la via de
sintesis, y la capacidad de utilizacion de las fuentes de carbono deseadas. En estudios previos de
nuestro laboratorio se logrdé obtener, mediante ingenieria metabolica y evolucion adaptativa, la
cepa JU15 que fermenta eficientemente la glucosa o xilosa a acido D-lactico (Utrilla et al., 2012).
A esta cepa se elimind adicionalmente el gen que codifica para la D-lactato deshidrogenasa
(AldhA), para obtener la cepa MSO1 (Fernandez-Sandoval et al., 2012). Con la finalidad de
disminuir la competencia por el uso de esqueletos de carbono en la sintesis de otros productos, en
el presente trabajo a la cepa MSO01 se le eliminaron los genes que codifican para la piruvato oxidasa
(poxB) y fosfotransacetilasa (pta), por lo tanto la formacion de acido acético, de tal forma que se
obtuvo una cepa no fermentativa. Una estrategia para aumentar la cantidad de proteina expresada
es la optimizacion del uso de codones de la secuencia de un gen heter6logo. Por lo que se propone
adaptar la secuencia de gapN mediante la optimizacién del uso de codones para E. coli, esto

permitira la produccion acoplada de R3HB con la generacion del cofactor NADPH.
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II- ANTECEDENTES

2.1- Los polihidroxialcanoatos.

2.1.1- Generalidades y propiedades.

os polihidroxialcanoatos (PHA) son poliésteres naturales sintetizados y acumulados en
Lforma de granulos intracelulares por una gran variedad de microorganismos que la
utilizan como una fuente de almacenaje de carbono y energia (Madison y Huisman, 1999;
Keshavarz y Roy, 2010). Estos se producen en condiciones de estrés y de limitacién de nutrientes,
tales como nitrégeno, fosforo u oxigeno, asi como en cultivos donde la fuente carbono se encuentra
en exceso (Madison y Huisman, 1999; Keshavarz y Roy, 2010). Los PHAs poseen propiedades
termoplasticas y elastdmeras que se asemejan a las propiedades de algunos plasticos como es el
polipropileno. Por lo cual han sido ampliamente estudiados para su aplicaciéon como sustitutos de
los plasticos derivados del petrdleo (Keshavarz y Roy, 2010; Suddesh et al., 2000). La formula
general del mondmero del cual se forman los PHAs es un 4cido R-hidroxialcanoico (Fig. 2.1) con
una region variable (R) la cual dependiendo de su longitud, ofrece diferentes propiedades
fisicoquimicas. En comparacion, los PHAs formados por mondémeros de cadenas cortas (3-5 C)
comunmente son mas rigidos y quebradizos, con una cristalinidad y temperaturas de fusion
mayores que sus contrapartes que son formados por monémeros de cadenas de mayor longitud.
Los PHAs formados por monomeros de cadenas de tamafio medio (6-14 C) son elastdbmeros con
menores temperaturas de fusion y cristalinidad (Madison y Huisman, 1999). Con la finalidad de
obtener un bioplastico con ciertas propiedades especificas, se pueden generar heteropolimeros que
incluyan monoémeros de ambas clases (Tabla 2.1) (Madison y Huisman, 1999; Keshavarz y Roy,

2010).

a n=1 R= hidrégeno poli (3-hidroxipropionato) B \
metilo poli (3-hidroxibutirato) CH3 0
O—|CH A _ICI etilo poli (3-hidroxivalerato) O—|CH & _g
4 propilo poli (3-hidroxihexanoato) £
100-30000 pentilo poli (3-hidroxioctanoato)
R= grupo alquilo (C,-C,5) n=2 R=hidrogeno poli (4-hidroxibutirato) R= grupo metilo
n=1-3 n=3 R=hidrogeno poli (5-hidroxivalerato) n=1

/

Figura 2.1: (A) Estructura quimica general de los polihidroxialcanoatos. (B) Estructura quimica del poli-3-

hidroxibutirato.
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El primer PHA estudiado fue el poli-3-hidroxibutirato (P3HB) descubierto por el microbidlogo
Maurice Lemoigne. Este se encuentra en forma de granulos intracelulares en los microorganismos
que lo producen, siendo este el mejor caracterizado de los PHAs. (Keshavarz y Roy, 2010). El
P3HB es un polimero con alto peso molecular en un rango de 2 x 10° a 3 x 10° daltones, con un
punto de fusion de 177°C y una elongacion a la ruptura del 5% (Tabla 2.1). Estas caracteristicas
junto con la capacidad de ser biodegradable, hacen que estos polimeros sean de alto interés para la
industria. Los biopolimeros derivados de PHAs se han utilizado con diversos fines; entre ellos
destacan la produccién de contenedores diversos, empaques, consumibles, peliculas plasticas,
ademas de ser utilizados como agentes acarreadores de sabor en alimentos. Incluso, algunos de
estos polimeros tienen aplicaciones médicas debido a su biocompatibilidad y pueden utilizarse
como base para la construccion de dispositivos cardiovasculares, pildoras e hilo de sutura, entre

otros (Lee, 1995; Keshavarz y Roy, 2010; Madison y Huisman, 1999; Suddesh et al., 2000).

Tabla 2.1: Propiedades fisicoquimicas de los PHAs

Valor Para:
Parametro
P3HB P(HB-co-HV) P(HB-co-HB) P(HO-co-HHx) | Polipropileno
Tm (°C) 177 145 150 61 176
Tg (°C) 2 -2 -7 -36 -10
Cristalinidad (%) 70 56 45 30 60
Extension de ruptura (%) 5 50 444 300 400

P3HB: poli-3-hidroxibutirato; P(HB-co-HV): poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato),conteniendo 20% de 3HV;
P(HB-co-HB): poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato), conteniendo 16% de 4HB; P(HO-co-HHx): poli(3-
hidroxi-octanoato-co-3-hidroxihexanoato), conteniendo 11% de 3HHx. Tm, temperatura de fusion; Tg, temperatura
de transicion vitrea. Datos tomados de Doi et al., (1995).

Entre los organismos productores de PHAs se pueden encontrar alrededor de 300 especies, entre
las mas destacadas debido a su amplio estudio o explotacion comercial estan Alcaligenes
(Ralstonia) eutropha, Pseudomonas sp, Methylobacterium sp y Azotobacter sp (Tabla 2.2). Estos
organismos han sido ampliamente estudiados y optimizados para la produccién y acumulacion del
biopolimero utilizando varias fuentes de carbono (Madison y Huisman, 1999; Suddesh et al.,

2000).

El principal problema en la produccién industrial de los PHASs es el alto costo de produccion contra
el muy reducido costo de los plasticos derivados del petréleo. Los PHAs se han comercializado a

un valor de USS$ 16/kg y si consideramos el precio de un plastico convencional como el polietileno
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o polipropileno; el cual es menor que US$ 1/kg; es dificil considerar a los PHAs para la
manufactura a gran escala de materiales plésticos con el fin de sustituir todas las aplicaciones del
polipropileno (Choi y Lee, 1997). De acuerdo a esto, se han buscado diversas estrategias para
reducir los costos de produccidon, aumentar los rendimientos de sintesis de los PHAs y la

simplificacion del proceso (Madison y Huisman, 1999; Keshavarz y Roy, 2010).

Los microorganismos que acumulan PHAs naturalmente, comunmente tienen tiempos de
crecimiento muy largos, tasas de respiracion muy elevadas y temperaturas de crecimiento 6ptimas
relativamente bajas comparadas con otros modelos de producciéon ampliamente utilizados. Estas
caracteristicas no son muy adecuadas para una produccién industrial eficiente. Aunado a esto, son
organismos con dificultad de ser lisados para la recuperacion del polimero y ademads poseen vias
alternas para la degradacion de PHAs, lo cual complica el proceso de produccion del polimero.
Otra caracteristica desfavorable es el poco conocimiento del metabolismo y del genoma de estos
organismos, impidiendo la utilizacion de técnicas de manipulacion de ADN para poder mejorar la

produccion del polimero (Keshavarz y Roy, 2010; Madison y Huisman, 1999).

La bacteria Escherichia coli es uno de los organismos mejor conocidos que tiene la ventaja de
poseer un tiempo corto de duplicacion, crece bien en medios minerales simples con diferentes
fuentes de carbono, tienen una temperatura de crecimiento relativamente alta y ademas por su
facilidad de lisis es mas sencillo recuperar el polimero a partir del interior de la célula. Debido a
estas caracteristicas se han construido cepas recombinantes de E. coli capaces de acumular PHA,
alcanzando hasta un 80% de la masa celular, comparable con los productores naturales de PHAs,
e incluso reduciendo costos de produccion (Lee et al., 1999a; Choi y Lee, 1997) (Tabla 2.2). Entre
los retos actuales estd mejorar por medio de ingenieria metabolica la produccion de PHAs, para

lograr un proceso de produccion eficiente y de bajo costo (Madison y Huisman, 1999).
2.1.2- Sintesis del poli-3-hidroxibutirato y su regulacion.

El poli-3-hidroxibutirato (P3HB) es un poliéster del mondmero 3-hidroxibutirato y ha sido
utilizado como el modelo de estudio para el desarrollo de estrategias de produccion de
PHA mediante fermentacion (Khanna y Srivastava, 2005). La via de sintesis del P3HB en la
mayoria de los organismos incluye 3 reacciones, catalizadas por 3 distintas enzimas. La primera
reaccion de sintesis consiste en la condensacion de 2 moléculas de acetil-CoA para la formacion

del acetoacetil-CoA, catalizada por una B-cetoacil-CoA tiolasa (codificada por el gen phbA). La
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segunda reaccion es la reduccion del acetoacetil-CoA al (R)-3-hidroxibutiril-CoA, catalizado por
la acetoacetil-CoA deshidrogenasa dependiente de NADPH (codificada por el gen phbB)
(Keshavarz y Roy, 2010; Madison y Huisman, 1999). Finalmente se utiliza el (R)-3-hidroxibutiril-
CoA como monodmero para la sintesis del Poli-3-hidroxibutirato, mediante la polimerasa de P3HB
(codificada por el gen phbC). Los genes codificantes de estas tres enzimas se encuentran
comunmente en un operdn, lo cual permite que se expresen las tres de forma coordinada.
Actualmente; los genes estructurales involucrados en la sintesis de PHAs de diversos
microorganismos se han clonado y secuenciado (Madison y Huisman, 1999). En el 2001 se
identificaron y describieron los genes de sintesis de P3HB en Azoftobacter sp. FAS, los genes
participantes en la via de sintesis de P3HB se encontraban en el operéon phbBAC (Figura 2.2).
(Pettinari ef al., 2001).

Figura 2.2: Esquema de la sintesis de P3HB en Azotobacter sp. FA8 (Pettinari et al., 2001).

Los genes involucrados en la sintesis de PHAs difieren segun el microorganismo productor
considerado. Por ejemplo, la polimerasa de PHA (o PHA sintasa), que determina el tipo de
monodmero incorporado al polimero (Amara y Moawad, 2011). Existen otros genes que estan
directa o indirectamente relacionados con la sintesis de los polimeros. El gen phaJ de Aeromonas
caviae, por ejemplo, codifica para una enoil-CoA hidratasa que provee monoémeros para la sintesis
de PHAs a partir de las vias de B-oxidacion de los &cidos grasos (Madison y Huisman, 1999).
Algunos genes con actividad regulatoria son phaF'y phaP, que codifican para una proteina de union
al PHA llamada fasina; cuya funcion es la de estabilizar y mejorar la formacion de los granulos del

polimero en el interior de la célula (Prieto et al., 1999; York et al., 2002).
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Tabla 2.2: Resumen de la produccion de PHASs por varios productores naturales y recombinantes de E. coli.

Fuente d Cont. PHA | Productividad | Rendimient:
Microorganismo Tipo de Cultivo ente ce Tipo de PHA o v ncumento Referencias
Carbono (Yop/v) (ZL.h) (gp/gs)
Alcaligenes eutrophus Lote Alimentado Glucosa P3HB 76 242 03 Kimet al., 1994
Alcaligenes eutrophus Lote Alimentado Glucosa P3HB 82 3.14 0.38 Ryuet al., 1997
Alcaligenes latus Lote Alimentado Sacarosa P3HB 88 4.9 0.42 ‘Wang y Lee, 1997a
Methylobacterium organophilum | Lote Alimentado Metanol P3HB 52 1.86 0.19 Kimet al., 1996
Pseudomonas aeuroginosa Lote Acidos oleicos | MCL-PHA 54.6 0.08 ND Fernandez et al., 2005
Pseudomonas oleovorans Lote Alimentado n-Octano P(3HH-co-3HO) 33 0.25 ND Preusting et al., 1993
Pseudomonas putida Lote Alimentado Acidos oleicos | MCL-PHA 36 1.79 ND Leeetal., 1999c
Lot do
Azotobacter vinelandii © conos Sacarosa P3HB 76 1.05 032 | ChenyPageeral., 1997
Cepas de Escherichia coli recombinantes con los genes de sintesis de PHA's
Lote Alimentado
i . 1
Escherichia coli GCSQUMOL /) |\ aiede | Lactosa P3HB 87 4.6 ND Ahn et al., 2001
genes de Alcaligenes latus ,
células.
ichi ; XL1-Bl
Escherichia colr ue/ | Lote Alimentado | Glucosa P3HB 73 4.63 ND | Choieral., 1998
genes de Alcaligenes latus
Escherichia coli XL1-Blue /
crericiia cot He Lote Alimentado | Glucosa P3HB 659 2.8 028 | WangyLee, 1997b
genes de Alcaligenes eutrophus
Glucosa +
Escherichia coli XL1-Blue / acido
crerichid cot He Lote Alimentado |, PGHB<o3HV) | 782 2.8 ND | ChoiyLee, 1999
genes de Alcaligenes latus propionico +
acidos oleicos
Escherichia coli CGSC 5040 /

Lot Lacts P3HB 62.74 0.62 ND Nikel ez al., 2005
genes de Azotobacter vinelandii © osa cea
Escherichia coli M(G1655/ genes .

Lot Glucosa P3HB 84 ND 0.36 Centeno-Leija et al., 2014
de Azotobacter vinelandii © o-enacra,

MCL-PHA (Medium Chain Lenght-PHA): PHAs con cadena de tamafio medio; P(3HH-co-3HO): co-polinero de poli-3-hidroxihexanoato y poli-3-

hidroxioctanoato; P(3HB-co-3HV): co-polimero de poli-3-hidroxibutirato y poli-3-hidroxivalerato; ND: No determinado
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La produccion del P3HB en Azotobacter vinelandii esta regulada a nivel genético por la presencia
de dos promotores superpuestos (psl y ps2). El promotor pgl es el mas fuerte de los dos y es
activado por el factor transcripcional PhbR durante la fase estacionaria de crecimiento. El factor
PhbR, codificado por el gen phbR, posee dos promotores (prl y pr2) y es el promotor pr2, el cual
es estimulado en la fase estacionaria por el factor 6% y reprimido por el mismo PhbR (Peralta-Gil
et al., 2002; Centeno-Leija, 2013). Adicionalmente, la sintesis de P3HB también se encuentra
regulada a nivel de actividad enzimatica, mediante la inhibicion competitiva llevada a cabo por la
coenzima A libre (HSCoA) sobre la enzima B-cetotiolasa. La coenzima A libre (HSCoA) es
formada principalmente debido a la incorporacion de la acetil-CoA al ciclo de los écidos
tricarboxilicos (TCA) durante condiciones de crecimiento no limitantes de oxigeno (Oeding y
Schlegel, 1973; Manchak y Page, 1994; Kessler y Witholt, 2001; Centeno-Leija, 2013). En
contraste, en condiciones de crecimiento limitantes de oxigeno junto con un exceso de fuente de
carbono, se produce un arresto en el crecimiento y los niveles de cofactores como el NADPH
aumentan (Oeding y Schlegel, 1973; Manchak y Page, 1994). El cofactor NADPH en altas
concentraciones es un inhibidor de las enzimas del ciclo de 4cidos carboxilicos: citrato sintetasa e
isocitrato deshidrogenasa, provocando un aumento en la poza de acetil-CoA y la disminucion de
los niveles de coenzima A libre, lo cual le permite a la B-cetotiolasa superar la inhibicion y llevar
a cabo la sintesis del P3HB (Oeding y Schlegel, 1973; Manchak y Page, 1994; Kessler y Witholt,
2001; Centeno-Leija, 2013).

2.1.3: Ingenieria metabolica de Escherichia coli para la produccion de P3HB.

Escherichia coli ha sido utilizado como un organismo modelo de expresion de genes
heter6logos, debido al amplio conocimiento de su metabolismo y su genoma. Ademas
como se menciond anteriormente, posee diversas ventajas que la colocan como una de las primeras
opciones para su utilizacién como sistema de expresion recombinante, con la finalidad de hacer el
proceso de produccion mas sencillo y menos costoso (Fidler y Dennis, 1992; Madison y Huisman,
1999; Choi y Lee, 1997; Wegen et al., 1998; Chen et al., 2013). Anteriormente, se han logrado
clonar y expresar los genes involucrados en la via de sintesis de los PHAs de diversos organismos
en E. coli (Madison y Huisman, 1999; Li et al., 2007). Desde entonces se ha utilizado ampliamente
a E. coli para la produccion de P3HB utilizando diversas fuente de carbono, principalmente glucosa

y residuos agroindustriales (Keshavarz y Roy, 2010; Nikel et al., 2005; Li et al., 2007). Como se
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muestra en la Tabla 2.2, se han obtenido muy buenas productividades y un gran porcentaje de
acumulacion del polimero en el interior de la célula, incluso superando a la mayoria de los
productores naturales del polimero. Sin embargo; con la finalidad de reducir los costos de
produccion y aumentar la eficiencia de la sintesis del P3HB se siguen buscando la utilizacion de
fuentes de carbono baratas y la modificacion; mediante técnicas de ingenieria metabolica a cepas
de E. coli (Fidler y Dennis, 1992; Madison y Huisman, 1999, Steinbiichel y Liitke-Eversloh, 2003;
Aldor y Keasling, 2003).

En la ingenieria metabodlica se deben seguir diversos enfoques con la finalidad de mejorar la
produccion de un metabolito de interés; en este caso P3HB. Uno de ellos es controlar el flujo de
las reacciones implicadas en la via de sintesis, para esto existen diversas estrategias, una de ellas
es aumentar el nimero de copias de un gen determinado con la finalidad de aumentar su expresion.
Sin embargo, generalmente su uso especifico para mejorar la produccion de P3HB no causa una
diferencia significativa en la tasa de produccion, ya que existen otros factores que limitan el flujo
de carbono hacia la produccion del polimero (Aldor y Keasling, 2003). Otra es controlar las fuentes
de carbono y su proporcion administrada para obtener un co-polimero con el porcentaje deseado
de cada monémero; con este enfoque se ha logrado obtener exitosamente el co-polimero P(3HB-
co-3HV) el precursor de 3HV al medio de cultivo (Madison y Huisman, 1999; Aldor y Keasling,
2003).

Como fue demostrado por Hong y colaboradores en el 2003, la via Entner-Doudoroff (ED) es de
gran importancia para la produccion de P3HB. Ellos predijeron por medio de un andlisis de flujos
metabolicos (MFA, por su siglas en inglés) que la via ED es mas utilizada por el microorganismo
durante la fase de produccion de P3HB y posteriormente fue demostrado experimentalmente,
mediante la eliminacion y reconstitucion del gen eda que codifica para la enzima 2-ceto-3-deoxy-
6-fosfogluconato aldolasa (Hong et al., 2003). Los resultados de este estudio concuerdan con los
resultados de un andlisis protedmico de una cepa productora de P3HB de E. coli y otra cepa que
no produce P3HB (Han et al., 2001). Estos estudios indican dos factores de alta importancia para
la produccion de P3HB, el primero de ellos es la cantidad disponible del precursor acetil-CoA y el
segundo es la disponibilidad del cofactor NADPH en la célula; ya que la via ED es la principal
fuente de este cofactor durante la fase de produccion de P3HB (Hong et al., 2003; Han et al., 2001).
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Con la finalidad de redirigir el flujo de carbono hacia la produccion del metabolito de interés, es
comun eliminar vias que compiten por los precursores del metabolismo central de carbono. De esta
manera aumenta el rendimiento de produccion del metabolito de interés (Yang et al., 1998; Jian et
al., 2010; Fernandez-Sandoval et al., 2012; Centeno-Leija et al., 2014). El acetil-CoA es el
precursor inmediato para la sintesis de P3HB por lo que las vias metabolicas que compiten con ésta
por el flujo de carbono son las vias de produccion de acetato, lactato, etanol, succinato y formato.
En el trabajo de Jian y colaboradores se eliminaron los genes de las vias de produccién de acetato
(ackA-pta y poxB), lactato (IdhA), etanol (adhE) y formato (pfIB); obteniendo un aumento en el
rendimiento de produccion de P3HB de hasta 4 veces comparado con la cepa silvestre en
condiciones microaerdbicas de cultivo (Jian ez al., 2010). Asi también, se vio aumentada la biomasa
generada, a pesar de que la velocidad de consumo de glucosa disminuy6 un 40% en relacion a la
cepa silvestre. Esto es debido a la menor acumulacion de subproductos como etanol o acetato; cuya

toxicidad retarda el crecimiento celular (Jian et al., 2010).

Existen diversas estrategias para aumentar la disponibilidad del cofactor NADPH en el interior de
la célula. Una de las mas utilizadas ha sido redirigir el flujo de carbono hacia la via oxidativa de
las pentosas fosfato ya que comtinmente es la principal via de produccion de NADPH en la célula
(Lim et al., 2002; Lee et al., 2013; Hua et al., 2003; Lee et al., 2010). Las estrategias utilizadas han
sido la sobre expresion de los genes zwf y gnd, que codifican para la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa y la 6-fosfogluconato deshidrogenasa, respectivamente (Lim et al., 2002). Ademas
se ha evaluado la eliminacioén del gen pgi que codifica para la fosfoglucosa isomerasa, con la
finalidad de redirigir el flujo de carbono hacia la via de las pentosas fosfato. Esta estrategia ha sido
exitosa para la produccion de timidina al aumentar el cociente NADPH/NADP+ (Lee et al., 2010).
De igual manera, se ha utilizado el sistema de transhidrogenasas de E. coli (PntAB y UdhA) para
promover la interconversion entre los cofactores NADH y NADPH. La sobreexpresion de la
transhidrogenasa citosolica de E. coli, UdhA, fue utilizada para mejorar la produccién de P3HB en
una cepa recombinante de E. coli; alcanzando un aumento del 49% al 66% de P3HB/gcdw y un

aumento en la concentracion final de 3.52 a 6.42 g/LL (Sanchez et al., 2006; Lee et al., 2013).

Una estrategia alternativa es utilizar la via Embden-Meyerhof-Parnas para la generacion de
NADPH mediante una gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP+, la cual ha

sido reportadas en bacterias como Bacillus subtilis (gapB), Streptococcus mutans (gapN) y
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Clostridium acetobutylicum (gapC) (Centeno-Leija, 2013; Martinez et al., 2008; Lee et al., 2013;
Boyd et al., 1995). Recientemente en nuestro laboratorio se remplazé el gen que codifica para la
enzima glucolitica endogena de E. coli, la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de
NAD+ (gapA) por el gen que codifica para la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente
de NADP+ (gapN) de S. mutans. Esto logra aumentar el nivel de NADPH disponible en la célula
(Centeno-Leija et al., 2013). Sin embargo, la actividad de GapN fue menor a la esperada ya que se
habia reportado que GapN presenta una afinidad de sustrato 10 veces mayor que GapA (Centeno-
Leija et al., 2013; Marchal y Branlant, 2002). En el trabajo de Centeno-Leija se evalu6 la co-
expresion de los genes gapA y gapN, mediante el uso de un vector para expresar el gen heter6logo,
encontrando resultados favorables tanto para el crecimiento de la cepa, como en el aumento del
cofactor NADPH (Centeno-Leija et al., 2014). Asi mismo, utilizando la via de produccion de P3HB
de A. vinellandii y la expresion del gen gapN, junto con la eliminacion del operon ackA-pta, se
logré aumentar la produccion de P3HB en un 30% comparado con la cepa silvestre. Esto
corresponde al 77% del rendimiento méaximo teorico (0.48 gpsus/gcLc). Demostrando asi que la
sobreexpresion de gapN y la eliminacion del operdn ackA-pta, permitieron mejorar la
disponibilidad de acetil-CoA y del cofactor NADPH, favoreciendo la produccion de P3HB en E.
coli (Centeno-Leija et al., 2014).

2.2- Los acidos hidroxialcanoicos quirales.

2.2.1- Generalidades y aplicaciones del 3-hidroxibutirato.

os acidos hidroxialcanoicos (HAs) representan una clase importante de quimicos con
Lpropiedades antimicrobianas, insecticidas y antivirales. Ademdas son utilizados
ampliamente como moléculas base para la sintesis de compuestos de alto valor agregado como
vitaminas, saborizantes, antibidticos, feromonas, etc. (Chen y Wu, 2005; Tokiwa y Ugwu, 2007,
Lee y Lee, 2003). Debido a una estricta regulacion farmacéutica en diversos paises para asegurar
la seguridad y eficiencia de los fairmacos registrados, éstos deben ser de un enantiomero puro
(Angelo, 1996; Chen y Wu, 2005). El (R)-3-hidroxibutirato (R3HB) es utilizado como precursor
para la sintesis de 4-acetoxi-azetidinona, el cual es un precursor para la formacion de antibidticos
carbanepem, quienes tienen un mercado global que puede ascender a mil millones de US$ anuales

(Lee y Lee, 2003).
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Aunado a la aplicacién como precursor quimico, existen estudios que proponen la utilizacion
directa del R3HB para su uso médico, ya que confiere proteccion y estabilidad neuronal durante la
falta de glucosa, asi mismo puede ser fuente de energia durante deficiencias cardiacas, lo cual
previene una falla cerebral (Tokiwa y Ugwu, 2007). Un derivado del (R)-3-hidroxibutirato, el 3-
hidroxibutirato-metil-éster (3-HBME) ha sido investigado por su capacidad como potenciador de
la memoria y aprendizaje en ratones (Zou et al., 2009). Adicionalmente se ha propuesto la
utilizacion del 3-HBME vy otros R-3-hidroxialcanoatos metil ésteres (3-HAME) como

biocombustibles o aditivos para mejorar la combustion. (Zhang et al., 2009b).

La sintesis quimica de los HAs es un proceso dificil del que se obtienen mezclas racémicas de
ambos enantiomeros de la molécula, por lo cual existen pocos reportes al respecto (Chen y Wu,
2005). La principal forma de produccion de HAs es la despolimerizacion de los
polihidroxialcanoatos, los cuales estan formados exclusivamente por enantidomeros R (Lee et al.,
1999a; Chen y Wu, 2005). La despolimerizacion puede llevarse a cabo por la via quimica; mediante
hidrolisis acida o por la via enzimadtica la cual incluye el uso in vitro de enzimas despolimerasas
presentes en los productores naturales de los PHAs. Desafortunadamente, debido al bajo
rendimiento y la dificultad del proceso, éste no ha sido una estrategia efectiva para la produccion
industrial de R3HB (Gao et al., 2002; Chen y Wu, 2005). Otro método reportado y patentado es la
degradacion in vivo de los polihidroxialcanoatos por organismos como Ralstonia eutropha y su
posterior purificacion mediante cromatografia liquida de alta resolucion (Lee ef al., 1999b). A pesar
de que se han obtenidos buenos resultados con esta estrategia, la utilizacion de estrategias similares
con otros organismos resulta en bajas productividades; por lo que se sigue en busqueda de

estrategias para el aumento de la produccion de R3HB (Lee ef al., 1999a; Gao et al., 2002).
2.2.2- Ingenieria metabdlica para la produccion de (R)-3-hidroxibutirato.

a principal desventaja de las estrategias de produccion utilizando organismos naturales,

Les la presencia de enzimas que convierten el R3HB a acetoacetato para ser introducido
como fuente de carbono al metabolismo del organismo (Tokiwa y Ugwu, 2007). En el 2003, el
grupo de Sang Yup Lee report6 el uso de la ingenieria metabolica de E. coli para la produccion de
R-HAs, al utilizar la expresion heterdloga de la via de despolimerizacion de los PHAs de R.
eutropha. Logré titulos de 9.6 g/LL de R3HB. Asi mismo, se ha estudiado la produccion de los

R3HB a partir de una via directa utilizando las dos primeras enzimas de la via de sintesis del P3HB
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(phbA y phbB), junto con otras dos enzimas provenientes de Clostridium acetobutylicum, la enzima
fosfotransbutirilasa y la butirato cinasa codificadas por los genes ptb y buk, respectivamente (Gao
et al., 2002). Esta estrategia logré la produccion de 12 g/ de R3HB en una fermentacion en lote
alimentado, lo cual resalta la importancia del uso de la ingenieria metabolica para la busqueda de

un proceso mas eficiente y econdmicamente redituable (Gao et al., 2002; Chen y Wu, 2005).

En el 2007 Qian Liu y colaboradores, reportan la sobreexpresion de la tioesterasa 11, una enzima
endogena de E. coli, como una alternativa para la produccion de R3HB, al catalizar la hidrolisis
directa del (R)-3-hidroxibutiril-CoA al (R)-3-hidroxibutirato. En este estudio reportan titulos de
hasta 12.2 g/L de R3HB alcanzando 17 g/L de peso celular seco (CDW). Utilizaron un cultivo tipo
lote alimentado con una cepa transformada con el plasmido que lleva los genes phbA, phbB y tesB
(que codifica para la tioesterasa II). Superando asi a las estrategias anteriores para la produccion
de R3HB (Liu et al., 2007). Estudios més recientes han evaluado la importancia de la enzima
tioesterasa Il para la produccion del enantiomero (R) o (S) del 3-hidroxibutirato (Tseng et al., 2009;
Joung et al., 2011). Tseng y colaboradores en su trabajo reportado en el 2009, evaluaron diversas
vias de produccion de R y S 3-hidroxibutirato en E. coli, utilizando glucosa como fuente de
carbono. En este trabajo, se evallian enzimas estereoespecificas para la sintesis de R3HB en su
conformacién S como son la enzima codificada por el gen 4bd, una deshidrogenasa dependiente
de NADH vy otras dos tiolasas (BktB y Thl). Los resultados determinaron que TesB remueve la
Coenzima A del precursor 3-hidroxibutiril-CoA en cualquiera de las conformaciones (R o S). Asi
mismo, la mejor combinacién para la produccion de R3HB fue la de la tiolasa PhbA, la
deshidrogenasa PhbB y la tioesterasa II; superando la estrategia con los genes de C. acetobutylicum

(ptb y buk) (Tseng et al., 2009).
2.2.3- Produccion de (R)-3-hidroxibutirato utilizando residuos agroindustriales.

no de los factores que cobran gran importancia para la produccion industrial de R3HB es

Uel costo de los substratos. El alto costo de la materia prima puede contrarrestar la ventaja
generada por altos rendimientos y altos grados de pureza. Es por esto que varios esfuerzos en
investigacion se han concentrado en la utilizacion de substratos baratos como es el caso de los
residuos agroindustriales (Ren et al., 2010). Se han reportado la produccion de PHAs y HAs
utilizando material lignoceluldsicos (Li et al., 2007; Alva y Riley, 2008; Yu y Stahl, 2008; Wang

y Liu, 2014). Sin embargo, es necesario la optimizacion de los procesos para obtener HAs con altos
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rendimientos y cepas con altas capacidades de utilizacion de xilosa y otras pentosas; presentes en
los residuos lignocelulésicos. Adicionalmente, se busca disminuir la formacion de subproductos
indeseables, que dificulten los procesos de purificacion derivados de los procesos de recuperacion

de los materiales lignocelulosicos (Ren et al., 2010).
2.3- Fermentacion de xilosa y derivados lignocelulosicos.

2.3.1- El metabolismo de la xilosa por E. coli.

os de materiales lignoceluldsicos son una gran oportunidad para la obtencion de
Lproductos fermentativos que se requieren en gran cantidad y a un bajo costo, debido a
que son los residuos mas abundantes de procesos agroindustriales. La xilosa estd presente en la
naturaleza en forma de xilano en la hemicelulosa un heteropolisacéarido de la pared celular vegetal.
Este es el segundo polimero més abundante, después de la celulosa, y constituye de un 20 a un 35
% de la biomasa de los componentes lignoceluldsicos (Saha, 2003). Los hidrolizados de
lignocelulosa resultan en una mezcla de azucares, en la cual la glucosa es la hexosa mas abundante
y la xilosa la pentosa més abundante, con una proporcion de hasta el 85 % de pentosas y el 15 %

de hexosas (Fernandez-Sandoval et al., 2012; Saha, 2003).

A pesar de que la xilosa es un componente abundante en la biosfera, raramente esta en forma
monomeérica, por lo cual la mayoria de los organismos no pueden utilizarla de manera eficiente
como fuente de carbono. Escherichia coli es capaz de utilizar xilosa como fuente de carbono para
la produccion de diversos metabolitos, se han disefiado cepas de E. coli para aumentar la eficiencia
del consumo de xilosa como fuente de carbono (Saha, 2003). Se conocen dos diferentes clases de
transportadores de xilosa en E. coli que median la internalizacion de xilosa a la célula. Uno es el
transportador ABC codificado por los genes xylF, xylG y xylH y el transportador simporte
proton/xilosa codificado por el gen xy/E (Sumiya et al., 1995). Es conocido que el transportador
ABC utiliza una molécula de ATP para el transporte de la xilosa y otra para la fosforilacion de la
xilulosa, lo que provoca un estado celular limitado de ATP que disminuye el crecimiento de la cepa
considerablemente (Hasona et al., 2004, Utrilla et al., 2012). La eliminacion de los genes xyl/FGH,
junto con otras vias que compiten por el flujo de carbono (pfIB, adhE, frdA) aumentaron hasta un

50% el crecimiento de una cepa lactogénica de E. coli (Utrilla et al., 2012).
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En un estudio reciente de nuestro laboratorio, se ha obtenido una cepa capaz de utilizar xilosa de
forma eficiente, mediante evolucion adaptativa. La cepa obtenida generd una mutacion puntual en
el gen del transportador GatC (S184L) confiriéndole una mayor capacidad de consumo de xilosa
(Utrilla et al., 2012). Posteriormente, se observo que al sobreexpresar el gen gatC en una cepa de
E. coli modificada para producir PHAs, aumenta el consumo de xilosa y la produccion del co-

polimero poli(lactato-co-3-hidroxibutirato) (Nduko et al., 2013).
Justificacion

De acuerdo con los antecedentes anteriores, el estudio de la utilizacion de microorganismos para
la produccién de quimicos estd en aumento, debido a las diversas ventajas que poseen estos
sistemas. Entre las que destacan: un proceso mas amigable con el medio ambiente, al reducir la
cantidad de dioxido de carbono emitido en comparacion con los procesos de produccion a partir de
derivados del petroleo. Otra ventaja es la posibilidad de utilizar residuos agroindustriales como
fuentes de carbono, lo cual permite un proceso mas sustentable ecolégicamente hablando (Lee et
al. 2011a; Lee et al. 2011b; Chen et al., 2013). En el caso especifico de la producciéon de (R)-3-
hidroxibutirato la utilizacion de la via de sintesis de los PHAs es adecuada por su
estereoespecificidad. Ademas, el uso de Escherichia coli como modelo de estudio para la
produccion de este compuesto; permite que sea un proceso versatil, sustentable y con posibilidades
de mejoramiento por ingenieria metabodlica. En este trabajo proponemos la modificacion de E. coli
con el fin de re-dirigir el flujo de carbono hacia la formacién del precursor acetil-CoA y hacia la
via sintética de produccion de (R)-3-hidroxibutirato. Esta consiste en las dos primeras enzimas de
la via de formacion de los PHAs de Azotobacter vinelandii (codificadas por los genes phbA y phbB)
y la tioesterasa Il de E. coli (codificada por el gen fesB) (Yang et al., 1998; Jian et al., 2010;
Fernandez-Sandoval et al., 2012; Centeno-Leija et al., 2014; Liu et al., 2007). Asi mismo, el
aumento del cofactor NADPH disponible en la célula por la actividad del gen gapN de
Streptococcus mutans mejorara la produccion de R3HB, ésto al favorecer el flujo hacia la
formacion del producto y la utilizacion del NADPH acumulado (Lee et al., 2013; Centeno-Leija et
al.,2014). En suma, la aplicacion de estas estrategias en un sistema microbioldgico bien estudiado
como es E. coli otorgara un proceso adecuado para la obtencion de (R)-3-hidroxibutirato a partir

de glucosa u otras fuentes de carbono alternas como puede ser la xilosa.
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I1I- HIPOTESIS.
La generacion de NADPH por medio de la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

permitird acoplar el metabolismo de Escherichia coli para la produccion de R3HB;

Ademas la eliminacion de todas las vias de fermentacion lograra canalizar eficientemente el flujo

de carbono hacia la formacion de biomasa, acetil-CoA y los productos indicados a partir glucosa o

xilosa.

IV- OBJETIVOS.

Objetivo General:

Evaluar la produccion de (R)-3-hidroxibutirato utilizando como fuente de carbono glucosa o xilosa,

acoplando la via de sintesis del polimero de Azotobacter vinelandii con la generaciéon de NADPH

por medio de la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa de Streptococcus mutans, en una

cepa de Escherichia coli no fermentativa con capacidad incrementada para transportar xilosa.

Objetivos Particulares:

1.

A partir de la cepa de E. coli MSO1 (E. coli MG1655 ApfIB, AadhE, AfrdA, AxylFGH, Areg 27.3
kb, gatC S184L, AmidarpA, AldhA) generar una cepa no fermentativa con capacidad reducida
en produccion de acetato (AV14).

. A partir de la cepa AV14 generar una cepa que exprese los genes gap4 y gapN de forma

coordinada (AV14N1).

. Caracterizar el crecimiento y la produccion de acetato por la cepa AV14N1 en matraces con

glucosa como fuente de carbono.
Expresar los dos primeros genes del operon phbBAC de A. vinelandii junto con el gen fesB de
E. coli, bajo un promotor inducible por IPTG, para dirigir el acetil-CoA generado por la cepa

AV14NT1 hacia la produccion de R3HB.

. Evaluar la produccién de R3HB en matraces con glucosa como fuente de carbono, usando la

cepa AV14NI transformada con el vector de expresion con la via de sintesis de R3HB.
Evaluar el crecimiento y rendimiento de produccion de R3HB de las cepas modificadas de

E. coli en fermentadores de 0.75 litros, usando como fuente de carbono glucosa o xilosa.

. Evaluar la produccion de R3HB en matraces con glucosa como fuente de carbono,

sobreexpresando el gen gapN en plasmido.
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V- MATERIALES Y METODOS.

5.1- Plasmidos, cepas y técnicas de biologia molecular.

En este estudio se utilizaron diversas cepas de Escherichia coli para su evaluacion en la produccion
de (R)-3-hidroxibutirato. Se utilizaron la cepa silvestre MG1655 y la cepa MG1655 AackA-pta
(cepa con la eliminacion de la via principal del metabolismo de acetato) obtenida en un trabajo
previo (Centeno-Leija et. al., 2014). La cepa MSO01 (MG1655 ApfIB, AadhE, AfrdA, AxylFGH,
Areg 27.3 kb, gatC S184L, AmidarpA, AldhA) es derivada de una cepa obtenida por evolucion
adaptativa para aumentar su capacidad de transporte de xilosa y su tolerancia a acetato. Ademas,
le fueron eliminadas las vias fermentativas de produccion de etanol, lactato, succinato y formato

(Utrilla et al., 2012; Fernandez-Sandoval et al., 2012).

En el actual trabajo se inactivaron los genes poxB y pta de la cepa MS01, con la finalidad de reducir
la produccion de acetato (Figura 5.1). Para esto se utilizo el protocolo de inactivacion cromosomal
en un paso en E. coli usando productos de PCR reportado anteriormente (Datsenko & Watner,
2000). Se obtuvieron 2 cepas derivadas de estas inactivaciones, la AV11 (MS01 ApoxB) y la AV14
(MSO1  ApoxB, Apta). Las inactivaciones fueron comprobadas mediante PCR utilizando
oligonucledtidos especificos para las regiones adyacentes al gen blanco. Se observé el tamano
diferencial del amplificado entre las cepas mutadas y la silvestre, provocado por el remplazo de la
region blanco por el por el casete de resistencia a cloranfenicol. Posteriormente se realizo la
escision del casete de resistencia, como es reportado en un estudio anterior (Datsenko & Watner,
2000). Las cepas AV11 y AV14 fueron obtenidas con el apoyo de la Dra. Alejandra Vargas Tah y
el 1.Q Diego Muguerza Medina.

El vector pACYCgapN fue obtenido en el trabajo de la Dra. Sara Centeno-Leija, (Centeno-Leija
et. al., 2014). Las técnicas de biologia molecular empleadas en esta tesis (como: PCR, digestion
con enzimas de restriccion, transformacion de cepas por electroporacion, visualizacion del ADN
por electroforesis en geles de agarosa, etc.) se llevaron a cabo de acuerdo a los procedimientos
estandar (Sambrook, 2001) y a las recomendaciones de los proveedores de enzimas o reactivos. El
ADN cromosomal fue aislado y purificado con el kit “Ultra Clean Microbial DNA Isolation” (MO
BIO laboratories, Inc, USA).
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Figura 5.1: Metabolismo central de carbono y via sintética de produccion de (R)-3-hidroxibutirato en la cepa AV14N1.
La via Embder-Meyerhof se muestra en color naranja; en verde la via de las pentosas fosfato (PPP, por sus siglas en
inglés); en color guinda se encuentra la via sintética de produccion de (R)-3-hidroxibutirato; las vias fermentativas se
colocaron en color gris; en color morado se destacan las vias productoras del cofactor NADPH y en azul celeste las de

NADH. *, gen heterdlogo; 4, gen enddgeno sobreexpresado, A, gen eliminado.
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Tabla 5.1: Cepas, plasmidos y oligonucledtidos utilizados en este trabajo.

Cepas
Nombre Genotipo Referencia
MG1655 E. coli K12 F-, lambda-, ilvG-, rfb-50, rph-1 Jensen, 1993
MG1655 AackA-pta | MG1655 AackA-pta Centeno-Leija et al., 2014
JU15 E. cpli MG1655 ApfIB, AadhE, AfrdA, AxylFGH, Areg 27.3 kb, gatC S184L, Utrilla et al., 2012
AmidarpA
MSO01 JU15 AldhA Fernandez-Sandoval et al., 2012
AVI11 MSO01 ApoxB Este trabajo
AV14 MSO01 ApoxB, Apta Este trabajo
AV14N1 AV14 gapA-gapN,, Este trabajo
Plasmidos
Nombre Descripcion Referencia
pTrc992A Disefado como vector de exprresmn inducible por IPTG bajo el control del Mufioz-Gutiérrez ef al 2012
promotor hibrido trp/lac. Amp'
Disefiado como vector de bajo niimero de copias (15 copias/ célula) con un
pACYCI84 origen de replicacion p15A compatible con el origen ColEl, Tc"'y Cm" Chan y Cohen, 1978
Derivado del vector pTrc99A, disefiado para la expresion inducible por IPTG .
pTre-R3HB de los genes phbB'y phbA de A. vinelandii, junto con el gen tesB de E. coli. Este trabajo
Derivado del vector pACY C184; disefiado para la expresion inducible por ..
PACYCgapN IPTG del gen gapN de Streptomyces mutans. Centeno-Leija et al., 2014
pLoxGen4 Diseflado con el casete de resistencia a gentamicina flanqueado por los sitios Palmeros ef al., 2000
de recombinacion loxP.
pLoxGapNopt Derivado de pLox.Gen4 conteniendo el gen gapN optimizado para el uso de Este trabajo
codones de E. coli
pUC57GapNopt Derivado de pUC$7 conteniendo el gen gapN optimizado para el uso de Este trabajo
codones de E. coli
Derivado del vector pTrc-R3HB, afiadiéndose para su expresion conjunta el .
pTre-gapN-R3HB gen gapN optimizado para el uso de codones de E. coli, Este trabajo
Oligonucleotidos
Nombre Secuencia (5'-3")

ClonphbBA992-Fw

GTCTATCCGGAATTCTAATGAAAGGAGTATTCATGAGCAATCAACGAATTGCATTCG

ClonphbBA992-Rv

TGTAGAGTCGGTACCTCAACGCTCCACTGCGAGG

ClontesB992-Fw

ACGACACTGGGTACCAAGGAGCTTATATGAGTCAGGCGCTAAAAAATTTAC

ClontesB992-Rv

AGTTCTCGGAAGCTTTTAATTGTGATTACGCATCACCC

ClongapNlox-FW

ATAGGTCTTAAGAAGGAGCGGCAATGACAAAACAATATAAAAATTATG

ClongapNlox-RV

ATGGACCTCGAGCCGTTATTTGATATCAAATACGACGG

ClonGapNo-F1

GTTATAGGCAAGCTTAAGGAGACACGATGACG

ClonGapNo-R1

GGTATGGACCTCGAGTTATTTAATGTCAAACACC

DkGap-A-N-G-Fw:

TTACTCCAACAAAGTTCTGGACCTGATCGCTCACATCTCCAAATAAGTTGTGTGCTGCAAGGCGATTAAG

DkGap-A-N-G-Rv

TGACCGGAAGGGCAAAAATTTTCTTAATCATGACGCAGTCCTTTAACTTCGTGAGCGGATAACAATTTCAC

CompA-N-G-F1

AAAGGCGTTCTGGGCTACAC

CompA-N-G-R1

TTCTTCACCCGCAGGTTTCC
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Los genes fueron amplificados con la enzima de alta fidelidad “Kapa Hifi DNA Polymerases”
(KAPA BIOSYSTEMS, Inc, USA) en un termociclador C1000 “Touch Thermal Cycler Manual”
(Bio-Rad Laboratories, Inc. USA). Asi mismo, los productos de PCR fueron purificados a partir de
geles de agarosa con el kit “Genelet Gel Extraction” (Thermo Fisher Scientific, Inc, USA). Se
ordeno la sintesis del gen gapN optimizado para el uso de codones de E. coli con la compafia
Genscript, Inc, USA. La secuencia fue disefiada bajo el criterio del algoritmo Gene Optimum™

(Genscript, Inc, USA). La compaiiia entrego el gen gapN clonado en el vector pUCS57.

5.1.1- Construccion del plasmido pTrc-R3HB

El plasmido pTrc99A fue extraido a partir de un cultivo saturado “overnight” en medio LB (Luria
Broth), mediante lisis alcalina y purificado con isopropanol y etanol. Posteriormente fue digerido
utilizando las enzimas de restriccion HindlIll y EcoRI (Thermo Fisher Scientific Inc. USA) en una
digestion consecutiva. Utilizando los oligonucleotidos ClonphbBA992-Fw y Rv se amplificaron
los dos primeros genes de la via de sintesis del P3HB de 4. vinelandii (phbB y phbA) junto con los
sitios de restriccion en los extremos para las enzimas EcoRI y Kpnl, a partir del vector pPHBAav
(Centeno-Leija et al., 2014). Con los oligonucledtidos ClontesB992-Fw y Rv se amplifico el gen
tesB a partir de ADN cromosomal de la cepa MSO01 de E. coli, los oligonucledtidos incluyen los
sitios de restriccion para las enzimas Kpnl y Hindlll en los extremos. Se realizaron las digestiones
de ambos amplificados con las enzimas respectivas en digestiones consecutivas y se purificaron
mediante extraccion de gel de agarosa usando el kit “Genelet Gel Extraction” (Thermo Fisher
Scientific, Inc, USA). La ligacion exitosa se realiz6 en una relacion vector-inserto de 1:1 utilizando
la ADN ligasa T4 (Thermo Fisher Scientific Inc. USA). Se transform¢ la ligacion en la cepa DHS5a
y se seleccionaron en placas LB-agar (1.5 %) con carbenicilina (100 pg/mL). La construccion
obtenida fue comprobada con PCR, por digestion con la enzima EcoRV (Thermo Fisher Scientific

Inc. USA) y por secuenciacion.
5.1.2- Construccion del vector pLoxGapNopt.

El vector pLoxGen4 fue extraido y purificado de un cultivo saturado “overnight” en medio LB con
gentamicina (10 pg/mL), mediante el protocolo anteriormente mencionado. El vector fue digerido
con las enzimas Notl y EcoRI (Thermo Fisher Scientific Inc. USA) con la finalidad de retirar el

segundo sitio de clonacion multiple (MCS). Posteriormente, se utilizo el fragmento de Klenow

22



Materiales y Métodos

(Thermo Fisher Scientific Inc. USA) para formar extremos romos. El vector fue religado afiadiendo
polietilenglicol al 5 % (p/v) a la reaccion, ésta se incubd a 16 °C “overnight”. Para confirmar la
eliminacion del segundo sitio de clonacion multiple, se realizo una doble digestion con las enzimas
Ncol y Xhol (Thermo Fisher Scientific Inc. USA), lo cual en el caso de estar presente el segundo
MCS el resultado esperado serian dos bandas de aproximadamente 3161 y 1078 pb. En el caso de
haber sido eliminado satisfactoriamente se esperaba s6lo el corte con la enzima Xhol, linearizando

el vector de aproximadamente 4,200 pb.

El gen gapN optimizado por uso preferencial de codones fue amplificado con los oligonucleo6tidos
ClongapNo-F y R junto con los sitios de restriccion Hindlll y Xhol, a partir del vector
pUCS57GapNopt (Genscript, Inc, USA.). Mediante el uso del kit de clonacion rapida en el sistema
TOPO®-TA Cloning kit (Invitrogen™, Cat 45061) se obtuvo el plasmido TOPO-GapNopt. Este
fue digerido con las enzimas HindIll y Xhol para la liberacion del inserto y su posterior
subclonacion en el vector pLoxGen4-short, al cual se le eliminé el segundo MCS. La construccion
obtenida (denominada pLoxGapNopt) fue comprobada con PCR, por digestion con la enzima

EcoRV (Thermo Fisher Scientific Inc. USA) y por secuenciacion.
5.1.3- Construccion del vector pTrc-gapN-R3HB.

Se partio del vector pTrc-R3HB purificado de un cultivo saturado “overnight” en medio LB con
carbenicilina (100 pg/mL) por el protocolo estandarizado de lisis alcalina. El gen gapN optimizado
fue obtenido del vector TOPO-GapNopt obtenido anteriormente. Ambos vectores fueron digeridos
con la enzima de restriccion EcoRI (Thermo Fisher Scientific Inc. USA). Posteriormente el vector
pTrc-R3HB fue desfosforilado con la enzima fosfatasa alcalina de camarén (Shrimp Alkaline
Phosphatase, SAP, Thermo Fisher Scientific Inc. USA) utilizando las condiciones recomendadas
por el proveedor. El vector pTrc-R3HB desfosforilado y el inserto liberado por digestion del vector
TOPO-GapNopt fueron purificados por extraccion a partir de geles de agarosa con el kit “GenelJet
Gel Extraction” (Thermo Fisher Scientific, Inc, USA). La ligacion fue realizada con la enzima T4
(Thermo Fisher Scientific Inc. USA) utilizando como controles las reacciones de ligacion sin
inserto y con el vector pTrC-R3HB sin desfosforilar para comprobar la eficiencia de la clonacion.
Se transformaron las ligaciones en células competentes de la cepa DHS5a y se comprobd la correcta
orientacion del inserto en las candidatas por digestion con la enzima Xhol (Thermo Fisher

Scientific, Inc, USA).
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5.1.4- Integracion cromosomal de gapN en E. coli.

La integracion del gen gapN se realizo utilizando el método modificado de inactivacion
cromosomal en un paso en E. coli usando productos de PCR (Datsenko & Watner, 2000). Del
vector pLoxGapNopt se obtuvo un fragmento amplificado que contenia el gen gapN y el casete de
resistencia a gentamicina flanqueado por los sitios loxP, utilizando los oligos DkGap-A-N-G Fw y
Rv. Posteriormente, se realizo la recombinacion en la cepa AV14 dirigida a la obtencion de la
insercion del gen gapN rio abajo del gen gap4 formando un operén. La cepa obtenida fue
denominada AV14N1 (Figura 5.1) y comprobada por PCR con los oligos CompANG Fw y Rv. El

producto amplificado fue secuenciado y confirmado su correcta insercion.
5.1.5- Preparacion y Transformacion de células electrocompetentes.

Las células electrocompetentes fueron preparadas realizando lavados con agua y glicerol, las
células fueron mantenidas a 4 °C durante el proceso y almacenadas a -70 °C hasta su utilizacion.
La transformacion con los vectores se realizo utilizando una cantidad de 10-100 ng de vector en
celdas para electroporar pre-enfriadas y se llevo a cabo en un electroporador Eppendorf ® 2510 a
1800 V. Posteriormente, las células electroporadas se recuperaron en medio SOB con glucosa por
una hora, al cumplir el tiempo de recuperacion fueron “plaqueadas” en cajas Petri con medio solido
LB-Agar (1.5 %) y el antibidtico correspondiente a la resistencia del vector utilizado (Sharma y

Schimke, 1996).

5.2.- Condiciones y Medios de Cultivos.

5.2.1- Caracterizacion de las cepas construidas.

Se realizd una cinética de consumo de glucosa y evaluacion de la produccion de acetato con las
cepas MSO1, AV14 y AV14N1 en medio minimo mineral AM2, el cual es derivado del medio
mineral AM1 (Martinez et al., 2007) suplementado con écido citrico (100 mg/L). El medio AMI1
contiene las siguientes sales por litro: 2.63 g (NH4)>HPO4, 0.87 g NH4H2PO4, 0.246 g MgS04.7H>O
y 0.15g KCl, ademas de 1 mM betaina y 1.5 mL de elementos traza. La solucion de elementos traza
contiene por litro: 1.6 g FeCls, 0.2 g CoCl2.6H20, 0.1 g CuCly, 0.2 g ZnCl2.4H20, 0.2 g NaxMoOs4,
0.05 g H3BO3 y 0.33 g MnCl,.4H>0. Ademas el pH fue amortiguado mediante la adicion de MOPS

a 0.1 M de MOPS, pH 7. Se utiliz6 una concentracion de glucosa final de 5 g/L y se realizaron
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pruebas por triplicado. El cultivo del pre-inoculo fue realizado “overnight” en medio LB hasta su
saturacion. El inoculo se realizé en 25 mL de medio minimo AM2 suplementado con glucosa (5
g/L) en matraces de 250 mL. Se monitored el crecimiento del indculo hasta alcanzar 2-3 densidades
opticas a 600 nm (DOsoo). Después se procedié a la inoculacion de los matraces de 250 mL,
conteniendo 50 mL del medio AM2 suplementado con glucosa (5 g/L). Se inocul6 con la cantidad
necesaria para empezar la cinética con 0.1 DOsoo. Se monitore6 la DO y se tomaron muestras
durante el cultivo. Posteriormente, se determind la cantidad de azucares presentes en cada muestra,

asi como de acido acético, esto se llevd a cabo mediante cromatografia de alta resolucion (HPLC).
5.2.2- Evaluacion de la produccion de R3HB en matraz.

Se evaluaron las cepas MG1655, MG1655 AackA-pta, MS01, AV14 y AV14N1 para la produccion
de R3HB con el vector pTrc-R3HB. Asi mismo se evaluaron las cepas MG1655, MG1655 AackA-
pta, MSO1 y AV14NI1 con los dos vectores pTrc-R3HB y pACYCgapN. Igualmente se evaluaron
las cepas anteriores con el vector pTrc-gapN-R3HB. Para esto se utilizo el medio minimo mineral
AM2 suplementado con 10 g/L de glucosa y amortiguado con 0.1 M de MOPS, pH 7. Se utilizaron
matraces de 250 mL con 50 mL de medio en condiciones aerébicas a 300 rpm y a 37 °C. Como
controles se utilizaron las cepas AV14 y MG1655 AackA-pta transformadas con el vector
pTrc992A. Ademas de pACYC184 en combinaciones con los vectores pTrc-R3HB y pACYCgapN
en la cepa MG1655 AackA-pta. Los cultivos fueron inoculados a partir de una adaptacion previa
en las mismas condiciones de trabajo, empezando con una DOgoo de 0.1=0.042 g/L. de masa celular
en peso seco. Una vez alcanzada la fase exponencial temprana, correspondiente con una DOgoo de
0.8-1, se realizaba la induccion con 0.1 mM de IPTG (Centeno-Leija et al., 2014). Para la
evaluacion de produccion de R3HB con el vector pTrC-gapN-R3HB se utilizaron las cepas
MG1655, MG1655 AackA-pta, MSO1 y AV14N1, transformadas con el vector en las condiciones

previamente descritas.
5.2.3- Evaluacion de la produccion de R3IHB en biorreactor.

Las cepas MG1655, AV14 y AV14NI1 transformadas con el vector pTrc-R3HB fueron evaluadas
para la produccién de R3HB en biorreactores de 1 L Applikon 1010/ ADI 1025 (Schiedam, The
Netherlands), con un volumen de trabajo de 750 mL. Los cultivos se realizaron a temperatura

controlada de 37°C y pH controlado a 7 con KOH 4 N, el valor de aireacion se mantuvo constante
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a 0.5 vvm y se utilizé una agitacion de 800 rpm y 500 rpm. El medio de cultivo fue el medio
minimo mineral AM2 suplementado con 40 g/L de glucosa o xilosa y con una concentracion de
sales de amonio 3 veces superior al medio original (7.89 g L'! (NH4),HPO4, 2.61g L' NH4H,POs);
el resto de los componentes del medio se mantuvieron a las concentraciones anteriormente
descritas. Los in6culos fueron preparados en medio AM2 suplementado con 5 g/L de glucosa o
xilosa, en matraces con condiciones aerdbicas a 300 rpm de agitacién y a 37 °C. Alcanzada la fase
exponencial se recolectan las células correspondientes para empezar el cultivo en el biorreactor a
0.1 DOeoo. Los cultivos fueron inducidos a una DOgoo de 0.8-1 con 0.1 mM de IPTG en todas las
condiciones. (Ferndndez-Sandoval ef al., 2012; Centeno-Leija et al., 2014). Para realizar el cultivo
con limitacion de nitrégeno se utilizé el medio AM2 original el cual contiene inicamente 47.6 mM
de nitrogeno, lo cual permitiria alcanzar aproximadamente 4.8 g/L de peso celular seco en la cepa
evaluada AV14N1/pTrc-R3HB. En este ensayo se utilizdo como fuente de carbono glucosa (40g/L).
El cultivo se agit6 de 800-900 rpm y 0.5 vvm, manteniendo la tension de oxigeno disuelto superior

al 20 %.

5.3- Determinaciones de productos y metabolitos.

Para el seguimiento del crecimiento celular se tomaron muestras a diferentes tiempos del cultivo y
se midid su densidad optica a 600 nm (DU-70, Beckman Instruments, Inc. Fullerton, CA). Ademas
se utilizé una curva de conversion a peso seco celular donde 1 DOgoo = 0.42 g/L peso seco celular
(DCW, por su siglas en inglés) de acuerdo con el trabajo de Centeno-Leija (Centeno-Leija et al.,
2014). Para la determinacion de azicares (glucosa y xilosa) y acidos organicos (incluidos el
piruvato, acetato y el R3HB), las muestras colectadas se centrifugaron y el sobrenadante se
almacend a -20°C hasta su analisis mediante HPLC (Waters U6K, Millipore Co., Milford, MA) en
una columna de exclusion ionica Aminex HPX-87H (300 x 7.8 mm; Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA) acoplada a un detector de indice de refraccion (Modelo 2410, Waters, Millipore Co.,
Milford, MA) y a un detector de arreglo de diodos a 210 nm (Modelo 996, Waters, Millipore Co.,
Milford, MA). La fase movil usada fue acido sulfirico 5.0 mM a un flujo de 0.5 mL/min y 50°C.

La determinacion de la actividad de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, por sus
siglas en inglés) de GapN y de GapA se realiz6é en las cepas AV14N1 sin vector y AVI14N1
transformada con el vector pACYCgapN, la cepa AV14 se utilizd6 como control. Se partié de un

cultivo en medio mineral minimo AM?2 suplementado con 10 g/L de glucosa a 37 °C y 300 rpm.
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La induccién de la cepa AV14N1/ pACYCgapN fue con 0.1 mM de IPTG a una DOsoo de 0.8-1.
Las células fueron colectadas a 3 DOeoo, posteriormente se tomo la cantidad de cultivo necesario
para concentrar 10 DOgoo/mL y se centrifug6 a 4000 x g (10 min a 4°C). Se realizé un lavado de
las células con el amortiguador A (Tricina 20 mM, pH 8.5, suplementado con 2-mercapto-etanol
al 3mM), se siguidé con una centrifugacion a 4000 x g (10 min a 4 °C). Las células fueron
resuspendidas en 1 mL del amortiguador A y lisadas por sonicacién con 3 pulsos de 30 s y pausas
de 30 s a 4 °C usando un sonicador “Soniprep” (150 ultrasonic disintegrator, MSE Ltd, London,
U.K.), usando un bafio de hielo con etanol. Los restos celulares celular fueron removidos por
centrifugacion a 9300 x g (10 min a 4 °C). El sobrenadante fue recuperado y utilizado para las
mediciones enzimaticas. Las condiciones utilizadas en las reacciones enzimaticas fueron a 37 °Cy
volumen total de 1 mL. La reaccidn para la medicion de la actividad NADP'-GAPDH se llevo a
cabo en una mezcla de NADP" (I mM) y D-Gliceraldehido-3-Fosfato (1 mM) disueltos en
amortiguador A, afiadiendo el extracto celular y monitoreando la aparicion de NADPH por medio
del aumento de la absorbancia a 340 nm en un espectrofotometro “NanoDrop 2000c” (UV-Vis
spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific Inc. USA). La actividad NAD*-GAPDH se realiz6 en
una mezcla de NAD® (1 mM), D-Gliceraldehido-3-Fosfato (1 mM) y AsO4°" (10 mM) disueltos
en amortiguador A, afiadiendo el extracto celular y monitoreando la aparicion de NADH de igual
manera a 340 nm en un espectrofotometro (Centeno-Leija et al., 2014). Para el calculo de la
actividad volumétrica se utilizé el coeficiente de extincion molar correspondiente de 6220 M lem
!y utilizando la formula siguiente se calcul6 la actividad volumétrica del extracto:

m (Abs/min) Volumen de reaccion (ml)

Actividad volumétrica =
ctividad vofumetrica e(M~tcm=1)  Volumen afiadido de enzima (mlL)

Donde m es la pendiente de la grafica de Absorbancia vs tiempo, obtenida usando los datos de la
cinética de la reaccion y € es el coeficiente de extincion molar. Posteriormente, se calcula la
actividad especifica por miligramo de proteina total; dividiendo la actividad volumétrica entre la
concentracion de proteina total del extracto. Una unidad de actividad especifica se defini6 como 1
nmol de NADPH o NADH formado por min por mg de proteina (U/mgprort). La concentracion de
proteina fue determinada por el método de Bradford utilizando el reactivo Bio-Rad y albiimina

bovina como proteina de referencia (Bradford, 1976).
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VI- RESULTADOS Y DISCUSION

6.1- Construccion de vectores plasmidicos.

El vector pTrc-R3HB fue construido con los genes que codifican para la acetoacetil-CoA reductasa
y la B-cetoliasa de Azotobacter vinelandii (phbB 'y phbA, respectivamente). Ademads, el gen que
codifica para la tioesterasa I de E. coli (tesB) fue clonado rio abajo. El operon construido permitira

la sintesis del (R)-3-hidroxibutirato bajo un promotor inducible con IPTG (Figura 6.1).
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Figura 6.1: Vector construido para la sintesis del (R)-3-hidroxibutirato.

El vector pLoxGen4-short fue obtenido al eliminar el segundo sitio multiple de clonacién del vector
original (pLoxGen4), con el fin de reducir el espacio intergénico que se formara al realizar la
integracion del gen gapN junto con el casete de resistencia a gentamicina. En la Figura 6.2 se
puede observar la digestion de confirmacion para la pérdida del MCS, con las enzimas Ncol y Xhol.
Posteriormente, la secuencia del gen gapN optimizada por uso preferencial de codones fue clonada
en el vector pLoxGen4-short utilizando los sitios de restriccion Hindl1l y Xhol (Figura 6.3), el cual
podré ser utilizado para la insercion cromosomal junto con el casete de resistencia de gentamicina
en la region del gen gapA. Esto con el fin de obtener un operdon donde se expresen ambos genes

bajo el promotor nativo de gapA.
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Figura 6.2: Digestion del vector pLoxGen4 con Ncol y Xhol, para la confirmacion de la eliminacion del segundo
MCS. Linea 1: Marcador 1kb “ladder”. Linea 2: control vector pLoxGen4 (dos bandas de 1078 y 3161 pb). Lineas 3-

7: colonias candidatas con el vector pLoxGen4-short (vector linearizado de 4052 pb).
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Figura 6.3: Comprobacion de la construccion del vector pLoxGapNopt. A. Amplificacion por PCR del inserto de
varias colonias candidatas. B. Comprobacion por digestion con las enzimas Hindlll y Xhol de varias colonias

candidatas. C. Esquema del vector construido.
6.2- Construccion y evaluacion de las cepas mutantes en las vias fermentativas.

6.2.1-Eliminacion de las vias de produccion de acetato e integracion del gen gapN.

Los genes poxB y pta fueron inactivados, con el fin de reducir la capacidad de produccion de
acetato. Obteniendo asi las cepas AV11 (MSO1 ApoxB) y AV14 (MSO01 ApoxB, Apta),
respectivamente. Estas cepas carecen de todas las vias de fermentacion por lo cual son aerobias
estrictas, al no poseer vias de regeneracion del cofactor NADH en condiciones anaerobias. Se partio

de la cepa AV14 para realizar la integraciéon cromosomal del gen gapN optimizado por uso
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preferencial de codones. Se disefio la construccion para alcanzar la expresion conjunta de los genes
gapA y gapN, integrando el gen gapN rio abajo del gen gapA, bajo la influencia de su promotor
nativo en un sistema de operon. Se denomin6 a la cepa obtenida AV14N1 (Figura 6.4). La
construccion fue obtenida por un método modificado de inactivacion cromosomal en un paso en E.
coli usando productos de PCR (Datsenko & Watner, 2000). En la Figura 6.4 se puede observar la
confirmacion de la cepa AV14N1 por PCR.

A B 12 3 45 67 8 9 10 1112
C

’_I\

[ T =r T I T I T I T I
Start loxP loxP

RBS
=) ) e | > ¢ 1 1 >
yeaC msrB gapA '‘gapN aacC1 yeaD

Figura 6.4: Comprobacion de la construccion de la cepa AV14N1. A. Andlisis de PCR de la region de integracion de
AV14N1 en una mezcla de colonias candidatas, se detecta una banda de aproximadamente 3000 pb. B. Colonias
candidatas AV14N1, confirmacion de la candidata 12 como la cepa AV14N1 (carril 12). C. Esquema de la

construccion disefiada para la cepa AV14N1
6.2.2-Evaluacion del crecimiento y de produccion de acetato en matraz.

Como se menciono anteriormente, la produccion de acetato es indeseable, por lo cual se propone,
la eliminacidén o interrupcion de las vias de sintesis de acetato (poxB y ackA-pta) con la finalidad
de aumentar los rendimientos de produccion de R3HB. Para comprobar esto, se realiz6 una cinética
de crecimiento de las cepas MSO1, AV14 y AV14NI1 para evaluar el crecimiento y la produccion
de acetato en condiciones aerdbicas con glucosa (5 g/L) como fuente de carbono. Se utilizo el
medio AM2 amortiguado con 0.1 M de MOPS a 37 °C y 300 rpm, en matraces de 250 mL
conteniendo 50 mL de medio. En la Figura 6.5 se puede observar que el crecimiento de las tres

cepas fue muy similar, obteniéndose valores de velocidad especifica de crecimiento muy similares.
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Para las cepas MS01, AV14 y AV14N1 la p fue de 0.74, 0.75 y 0.77 h™!, respectivamente. De
acuerdo a los resultados anteriores, las eliminaciones de los genes poxB y pta no causaron un
decremento en el crecimiento de las cepas en condiciones aerobicas. Asi mismo, la integracion del
gen gapN rio abajo del gen gapA4 tampoco causd consecuencias negativas en el crecimiento de la

cepa.

Figura 6.5: Cinética de crecimiento y produccion de acetato en cultivos tipo lote en matraz con glucosa (5 g/L), 300
rpm a 37°C. Las cepas evaluadas fueron la cepa parental MS01 junto con las mutantes AV14 (MSO1 ApoxB, Apta) y
AV14N1 (MSO01 ApoxB, Apta, gapA-gapNop). GLC, glucosa. ACE, acetato. Se presenta el promedio de triplicados.

La produccion de acetato en las cepas modificadas es practicamente nula durante el crecimiento.
Sin embargo, durante la fase estacionaria se detectaron cantidades muy pequefias de acetato,
posiblemente debido a un efecto de tioesterasas enddgenas de E. coli al transformar el acetil-CoA
en acetato (Zuang et al., 2008). La cepa parental MS01 present6 una produccion aparentemente
constante de acetato hasta llegar a 0.55 g/L al final de la fase de crecimiento exponencial, lo cual
equivale al 12 % de la fuente de carbono consumida. Esto supone que las eliminaciones de los
genes poxB y pta son efectivas para reducir la produccion de acetato sin afectar el crecimiento de

la cepa en condiciones aerdbicas.

Para confirmar el genotipo de las cepas utilizadas en el cultivo, se extrajo el DNA y mediante la
amplificacion por PCR de los locus se comprobo la eliminacién del gen pta y de la integracion del

gen gapN (Figura 6.6). La amplificacion del locus del gen pfa en el genotipo silvestre da un
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producto de aproximadamente 4,000 pb, correspondiente al operon ackA-pta intacto; mientras que
en las mutantes un tamafio aproximado de 1,800 pb, al eliminarse el gen pta. El producto de la
amplificacion de la region de la integracion en las cepas sin modificar da un tamafio aproximado
de 500 pb y en la cepa con la integracion se obtiene un producto de aproximadamente 3,000 pb.
Como se puede observar en la Figura 6.6 la cepas dan el bandeo esperado, lo cual valida los datos

obtenidos en los cultivos presentados en la Figura 6.5.

Figura 6.6: Comprobacion del genotipo de las cepas utilizadas en

la cinética presentada en la Figura 6.5. Carril del 1 al 4

3000 pb corresponden con la amplificacion del locus pta y los carriles del
2000 pb 5 al 8 corresponden con la amplificacion de la region de la

integracion. MSO1 carriles 1 y 5, AV14 carriles 2 y 6, AV14N1
1000 phbr

carriles 3 y 7, los carriles 4 y 8 corresponden a un control con el

DNA de la colonia candidata 12 (AV14N1).

500 pb

6.3- Evaluacion de la produccion de R3HB a nivel de matraz.

La produccion de R3HB en las cepas AV14, AV14N1 y las cepas control MG1655, MG1655
AackA-pta y MSOlse evalu6 en cultivos con medio mineral minimo AM2 suplementado con 10
g/L de glucosa, en condiciones aerobicas (matraces de 250 mL, con 50 mL de medio, 37°C, 300
rpm). En la Figura 6.7 se pueden observar las cinéticas de crecimiento, consumo de azlcares
(glucosa) y produccién de algunos metabolitos de interés. Asi mismo, en la Tabla 6.1 se resumen
los parametros cinéticos y estequiométricos de los cultivos. Las velocidades especificas de
crecimiento de las cepas fueron de 0.53+0.03 h™! para la cepa MG1655 y de 0.52+0.02 h™! para las
demas cepas. De igual manera el consumo de glucosa es muy similar con una velocidad de consumo
especifica promedio de 0.30+0.02 h’!, correspondiente a todas las cepas. De acuerdo a los
resultados anteriores el crecimiento y el consumo de glucosa de las cepas evaluadas, no se ven
afectados de forma significativa por las diversas modificaciones. Sin embargo; si se encontraron

diferencias en la produccion de (R)-3-hidroxibutirato. La cepa que mas produce es la silvestre
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MG1655 alcanzando un titulo méximo de 2.3 g/L, seguida por la cepa modificada MSO1 (1.67
g/L), dejando atrés a las cepas AV14NI (1.51 g/L) y AV14 (1.25 g/L). Asi mismo, el cultivo con
la cepa MG 1655 AackA-pta produce tan solo 1.4 g/L. Los datos obtenidos de produccion de R3HB
son contrarios a lo esperado y contrastantes con los resultados obtenidos en estudios previos en la
acumulacion del polimero P3HB, donde se demuestra que la eliminacion de las vias que compiten
del flujo de carbono como las vias de acetato, etanol y lactato mejoran el rendimiento de produccion
del polimero (Jian et al., 2010, Centeno-Leija et al., 2014). En lo que respecta a la acumulacion de
acetato se pueden observar claramente dos fenotipos, el primero correspondiente con las cepas
carentes de las vias del metabolismo de acetato (ack4, pta y poxB) las cuales acumulan acetato
durante todo el cultivo. Este comportamiento se puede explicar debido a la especificidad de la
tioesterasa Il (fesB) para romper los enlaces tioéster de otras moléculas del tipo acil-CoA. Tal como
el acetil-CoA, lo cual formaria acetato y coenzima A libre (HSCoA) por la accion de TesB. A pesar
de que no se ha evaluado in vitro la actividad de la tioesterasa II sobre el acetil-CoA, se ha
demostrado su amplia promiscuidad para utilizar diversos sustratos (Naggert et al., 1991; Nie et

al.,2008; Liu et al., 2007).

El segundo fenotipo es correspondiente a las cepas que poseen activas las vias del metabolismo del
acetato (MG1655 y MS01), las cuales producen acetato, pero a su vez lo consumen. Esto otorga
un ciclo de reciclado de la coenzima A libre (HS-CoA), proporcionando mas precursor acetil-CoA
para su conversion a (R)-3-hidroxibutirato. Lo anterior puede explicar la desventaja de la
eliminacion de las vias del metabolismo del acetato en nuestro caso especifico, los cuales
contrastan con lo esperado de acuerdo a estudios previos donde estudian su efecto en la produccion
del polimero P3HB (Jian et al., 2010, Centeno-Leija et al., 2014). La mejor capacidad de
produccion de la silvestre MG1655 en comparacién con la cepa MSO1 no puede ser del todo
comprendida, debido a las modificaciones que se han llevado a cabo para la obtencion de la cepa
MSO01 (Utrilla et al., 2012; Fernandez-Sandoval et al., 2012). Por lo cual harian falta mas
experimentos para dilucidar las modificaciones causantes de la diferencia de produccion de R3HB

entre estas cepas.
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Tasa de . . Fuente de carbono Rendimiento . . Rendimiento
. L. . Biomasa Acetato Piruvato . qs 4 Productividad
Organismo / plasmido crecimiento L L L consumida - R3HB (gL™) del producto ( L h'l) con respecto al
B L) L) €L) @acl!) | @acgow b (gram/garc) | B Yot (%)
E. coli MG1655 / pTrc-R3HB 0.53 | +0.03 | 4.02|=0.70 | 0.11 [+0.02 NDT 1040 |x0.06 | 143 | z007 | 230 | 2001 | 022 [x0.010] 024 [20.008 37.85
E. coli MS01 / pTrc-R3HB 0.52 | £0.01 | 3.55 |20.27 | 0.10 | 0.01 NDT 953 | +0.15| 131 | 2001 | 165 |20.03 | 018 |+0.002| 0.18 |+0.000 30.41
E. coli AV14N1 / pTrc-R3HB 052 | +0.01 | 401 [20.17] 043 | +0.02 NDT 1039 | +0.05 | 143 | 2009 | 146 | +0.07 | 014 |+0.008| 0.15 |+0.007 23.54
E. coli AV14 /pTrc-R3HB 0.52 | +0.01 | 3.84 | +0.24 | 0.41 [ +0.00 NDT 947 | =004 | 127 | 2011 | 125 | £0.04 | 013 |£0.004| 0.14 |£0.003 22.96
E. coli MG1655 AackA-pta / 0.52 | +0.02 | 4.14 |20.25 | 0.52 | 20.01 NDT 929 |x028| 117 [ =202 | 145 [20.03 | 015 |+0.004]| 0.16 |+0.006 26.76
pTrc-R3HB
L rlfy WNEL R0 Attt 0.65 | +0.01 | 2.89 |+0.04 | 1.47 [+0.11 | 1.93 | +0.07| 1014 [=z0.08| 228 | +0.05 NA NA NA NA
pTrc992A
E. coli AV14/pTrc992A 0.59 | +0.01 | 5.10 [20.09] 0.92 | x0.08 [ 1.75] 0.07] 970 [ x0.07 | 1465 | £0.17 NA NA NA NA

Tabla 6.1: Parametros cinéticos y estequiométricos de los cultivos de produccion de R-3HB en matraz con glucosa (10g/L), 300 rpm a 37°C, en cepas transformadas

con el vector pTrc-R3HB. NA = No aplicable. NDT = No detectado. Ymaxt: Rendimiento maximo teérico (0.578 gR3HB/gGLC). Desviacion estandar mostrada en

cursiva en las columnas anexas al valor.
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Figura 6.7: Cinéticas de crecimiento, consumo de glucosa, de produccion de R3HB y acetato en matraz con glucosa
(10g/L), 300 rpm a 37°C. Cepa evaluadas: MG1655 (circulos negros), MSO1 (cuadrados grises), AV14N1 (circulos
vacios), AV14 (cuadrados vacios) y MG1655 AackA-pta (triangulos vacios); transformadas con el vector pTrc-R3HB.
A. Crecimiento en peso seco de masa celular (CDW, por sus siglas en ingles). B. Consumo de glucosa (GLC). C.

Produccioén del (R)-3-hidroxibutirato (R3HB). D. Produccion de acetato (ACE). Se presenta el promedio de triplicados.

Los controles de las cepas AV14 y MG1655 AackA-pta transformadas inicamente con el vector
pTrc992A acumulan mayor cantidad de acetato y piruvato (Tabla 6.1), en contraste con las cepas
transformadas con el vector pTrc-R3HB. Esto indica en la cepa control MG1655 AackA-pta un
flujo redirigido a la acumulacién de piruvato y a la produccion de acetato por medio de la enzima
PoxB. A su vez en las cepas evaluadas indica un flujo redirigido a la acumulacion de acetil-CoA y
a la produccion de R3HB. En el caso de la cepa AV14 / pTrc992A, el flujo es dirigido hacia la
formacion de biomasa alcanzando 5.1 g/L. La acumulacion de acetato en esta cepa es inesperada y
se puede suponer que es debido a la actividad de tioesterasas endogenas de E coli (Zuang et al.,

2008).

En esta evaluacion a nivel de matraz se logr6 la produccion de R3HB a partir de glucosa, con
rendimientos de 0.13 a 0.22 grsup/gcLc, que corresponden al 23 % y 37.8 % con respecto al

rendimiento maximo teorico (Ymaxt, 0.578 gr3up/gcrc). Debido a la gran diferencia entre el
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rendimiento alcanzado y el rendimiento méaximo teorico, es deseable utilizar diferentes estrategias

de produccion con la finalidad de aumentar el rendimiento del proceso.
6.4- Evaluacion de la produccion de R3HB a nivel de biorreactor.

6.4.1- Evaluacion de la produccion de R3IHB utilizando glucosa como fuente de carbono y

800 rpm de agitacion.

Para aumentar el titulo de (R)-3-hidroxibutirato se realizaron ensayos a nivel de biorreactor. Se
evalu6 una velocidad de agitacion de 800 rpm y una aireacion de 0.5 vvm (kia de 330 h'';
Fernandez-Sandoval et al., 2012). Se utiliz6 la cepa AV14N1 junto con la cepa AV14 como
control, con el fin de observar la aportacion del gen gapN integrado en el cromosoma. Asi mismo,
se evaluo la cepa MG1655, ya que fue la que mejor produjo a nivel de matraz. Las cepas evaluadas
fueron previamente transformadas con el vector pTrc-R3HB para la produccién de R3HB. Los
cultivos fueron realizados en medio minimo mineral AM2 suplementado con 40 g/L. de glucosa en

condiciones controladas de pH 7 (KOH 4 N) y a 37 °C.

En la Figura 6.8 se pueden observar las cinéticas de crecimiento, consumo de aztcares (glucosa)
y de produccion de R3HB, acetato y piruvato para las cepas evaluadas. En la Tabla 6.2 se resumen
los parametros cinéticos y estequiométricos de los cultivos. Las condiciones de agitacion y de
aireacion fueron elegidas con el criterio de alcanzar una cierta limitacion de oxigeno, que de tal
forma limite el crecimiento y a su vez permita producir (R)-3-hidroxibutirato con un buen
rendimiento y productividad. Para esto se utilizd una transferencia de oxigeno suficiente que
permiti6 el crecimiento aerdbico de la cepa, hasta alcanzar un limite de biomasa cuya velocidad de
consumo de oxigeno iguale a la velocidad de transferencia de oxigeno del sistema (OTR), de esta
manera ocurre la limitacion de oxigeno. Las cepas evaluadas alcanzaron alrededor de 8 g/L de peso

celular seco y consumieron en su totalidad la fuente de carbono a la hora 18 de cultivo.

De acuerdo a los resultados obtenidos, no existe diferencia entre la cepa AV14N1 y la cepa AV 14,
lo cual nos indica una muy poca o nula aportacion del gen gapN integrado en el cromosoma en la
cepa AV14N1, bajo estas condiciones. La cepa MG1655 tuvo la mayor produccién a nivel de
matraz. Sin embargo; obtuvo rendimientos y titulos muy similares a las cepas AV14 y AV14N1 en
la condicion evaluada en biorreactor. Como se puede observar en la Figura 6.8.C, la cepa MG1655

produce R3HB a una mayor velocidad que las cepas AV14 y AV14NI1, a pesar de alcanzar los
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mismos titulos a las 18 horas de cultivo cuando la fuente de carbono es consumida en su totalidad.
La tasa de consumo especifica (qs) fue menor para la cepa AV14 y mayor para la cepa MG1655.

Sin embargo, esta pequeiia diferencia no se vio reflejada en la produccion de R3HB.

A B

Figura 6.8 Cinéticas de crecimiento, consumo de glucosa, tension de oxigeno disuelto y de produccion de R3HB,
piruvato y acetato. Cultivos con glucosa (40g/L), aireacion de 0.5 vvm, agitacion de 800 rpm a 37°C en biorreactor
con 0.75 L de medio. Cepas evaluadas: MG1655 (linea gris, simbolos cerrados), AV14N1 (linea negra, simbolos
cerrados), AV14 (linea discontinua negra, simbolos abiertos). A. Consumo de glucosa (GLC, cuadrados) y de
produccién de piruvato (PYR, rombos). B. Crecimiento en peso celular seco (CDW, cuadrados) y de variacion de
tension de oxigeno disuelto (TOD, circulos). C. Produccion del (R)-3-hidroxibutirato (R3HB, triangulos) y de acetato

(ACE, rombos). Se presentan promedios de duplicados.

Los titulos alcanzados de R3HB fueron de 9.85, 10.36 y 10.40 g/L y los rendimientos obtenidos de
0.26, 0.25 y 0.27 gr3up/gcLc; por las cepas AV14N1, AV14 y MG1655, respectivamente. Los
rendimientos alcanzados corresponden aproximadamente al 47 % con respecto al rendimiento

maximo tedrico, el cual aument6 un 25 % en comparacion con los estudios en matraz. Asi mismo,

se alcanzé una productividad en el intervalo de 0.55 a de 0.59 grsus L™ h'! con las cepas evaluadas.
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En esta condicion evaluada se llegd a una limitacion de oxigeno alrededor de las 8 horas de cultivo,
observada como una disminucion hasta el valor de cero de la tension de oxigeno disuelto, el valor
de cero es mantenido hasta aproximadamente la hora 14 del cultivo, cuando la glucosa alcanza
niveles por debajo de los 5 g/L y la tension de oxigeno disuelto empieza a elevarse gradualmente.
Debido a la limitacion de oxigeno, el flujo de carbono es dirigido a la produccion y acumulacion
de piruvato, alcanzando éste niveles maximos de hasta 7 g/L a la hora 13 de cultivo. Posteriormente
el piruvato es consumido y reincorporado al metabolismo una vez que la tensién de oxigeno
disuelto aumenta. Este comportamiento indica una transicion entre el metabolismo aerobico y
fermentativo, que conlleva a una inactivacion o activacion del complejo enzimadtico piruvato
deshidrogenasa (PDHC), el cual es la principal via de conversion de piruvato a acetil-CoA en
metabolismo respiratorio (Sawers y Clark, 2004). Las cepas AV14 y AV14N1 carecen del gen pfIB
que codifica para la enzima piruvato formato liasa, enzima encargada de catalizar la ruptura de
piruvato a acetil-CoA y formato, bajo condiciones fermentativas. Debido a esto las cepas son
ineficientes en la formacion de acetil-CoA, en condiciones limitantes de oxigeno, lo cual solo puede
llevarse a cabo por la actividad remanente del complejo PDHC. En estudios recientes se determin6
que la actividad del complejo PDHC puede ser hasta de 40% en condiciones microaerdbicas
(Fernandez-Sandoval et al., 2012). De acuerdo a lo anterior se explica la acumulacion de piruvato

durante la fase de limitacion de oxigeno ocasionado por la disminucion del flujo hacia acetil-CoA.

La acumulaciéon de acetato como se explic6 anteriormente, puede ser atribuida a la poca
especificidad de la enzima tioesterasa II (TesB), llegando a titulos alrededor de 4.2 g/L en las cepas
AV14 y AV14N1 en contraste con los titulos alcanzados por la cepa MG1655 de tan solo 2.26 g/L.
En relacion a la produccion de piruvato, la cepa MG1655 acumula 4.41 g/ mientras que las cepas
AV14 y AV14NI1 fueron capaces de reincorporarlo en su totalidad al metabolismo. Probablemente
esto se deba a cuestiones de regulacion no consideradas anteriormente por las diferencias entre las
cepas, ya que las cepas AV14 y AV14N1 son derivadas de la cepa JU15. Esta cepa fue resultado
de una evolucion adaptativa en la cual perdi6 una region de 27.4 kb que contenian genes implicados
en la regulacion en sistemas de dos componentes (rnarP, ada, resD, resB'y resC), esto le permitio

a la cepa JUIS tener una mayor tolerancia a concentraciones altas de acetato (Utrilla et al., 2010).
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Condiciones de Ta‘sa‘de Biomasa Acetato Piruvato Fuente de ca:lrbono qsexP R3HB Rendimiento Productividad Rendimiento
Organismo /plasmido cultivo crecimiento A . L consumida o .- del producto ¥ - h']) con respecto
@rHey | € | € e @aclhy |Eacsow WO LY g ) | @R al Yysr (%)
E. coli. MG1655 / pTrc-R3HB [Glucosa, 800 rpm | 0.51 [+0.02 [8.37|+0.08 | 2.26 | +0.79 | 4.41 |i().93 37.99 +/.13 | 1.62 | £0.20 |10.40|+0.2210.27 | +0.014 | 0.59 |+0.012 47.40
E. coli. AV14N1 / pTrc-R3HB [Glucosa, 800 rpm | 0.52 |+0.02 |7.88| +£0.58 | 4.14 | £1.00 NDT 38.17 +1.34 | 1.67 | £0.42 | 9.85[+0.24]0.26 |+0.014 | 0.55 |+0.013 44.66
E. coli. AV14 / pTrc-R3HB Glucosa, 800 rpm | 0.51 |+0.03 |8.77|+0.47 | 4.22 | +0.27 NDT 40.76 +1.15 | 1.46 | £0.05 |10.36] +0.900.25|+0.023 | 0.58 |+0.050 43.97
Glucosa,
E. coli. AV14N1 /pTrc-R3HB (Limitacion de N, | 0.48 (+0.06 |3.37|+0.23 |15.87| +1.42 | 7.31 | £0.45 36.24 +/.16 | 1.83 | £0.12 | 7.67 [+0.27 | 0.21 | £0.001 | 0.11 |+0.004 36.65
800 -900 rpm

Tabla 6.2: Parametros cinéticos y estequiométricos de los cultivos de produccion de R-3HB en biorreactor (0.75 L) con glucosa (40g/L), 0.5vvm y agitacion de

800 rpm a 37°C. Asi como el cultivo con glucosa (40 g/L), con limitacion de nitrégeno (47.6 mM), 0.5 vvm a 37°C, manteniendo una TOD superior al 20%. Cepas

evaluadas: MG1655, AV14 y AV14N1 transformadas con el vector pTrc-R3HB. NDT = No detectado. exp: valor en fase exponencial. Ymaxt: Rendimiento maximo

tedrico (0.578 gR3HB/gGLC). Desviacion estdndar mostrada en cursiva en las columnas anexas al valor.

‘ o Condiciones de Ta‘sa‘de Biomasa Acetato Piruvato Fuente de cz}rbono qse"p R3HB Rendimiento Productividad Rendimiento
Organismo /plasmido cultivo crecimiento L L L consumida 14 - del producto y = h'l) con respecto
@heh | €D | €] el @l |@gow Dl @D g, ) | G al Yt (%)
E. coli. AV14N1 / pTre-R3HB |Xilosa, 800 rpm 0.36 |+0.0919.20| +0.36 | 3.06 | +0.12 NDT 3725 |[+0.99 | 1.14 | +0.41 | 5.14 [+0.16 ] 0.14 | +0.008 | 0.18 | +0.006 23.89
E. coli. AV14 / pTrc-R3HB Xilosa, 800 rpm 0.42 |+0.0419.49/+0.30 | 3.52 | +0.15 NDT 3770 | £1.08 | 1.09 | £0.16 | 5.46 [+0.23]|0.14 | £0.010 | 0.19 | +0.008 25.05
E. coli. AV14N1 / pTre-R3HB |Xilosa, 500 rpm 0.37 [£0.03 |4.42|£0.51 | 3.07 | +0.24 | 14.09| £0.12 39.79  [£0.00 | 136 | +0.05 | 2.20 [ +0.08 ] 0.06 | £0.003 | 0.05 | +0.002 9.59
E. coli. AV14 / pTrc-R3HB Xilosa, S00 rpm 0.38 [+0.01 13.95[£0.05 | 3.21 [ +0.29 |12.62]| £0.68 3845 [20.76 | 141 | +0.47 | 1.64 |+0.01 ]0.04 | +0.001 | 0.03 |+0.001 7.38

Tabla 6.3: Parametros cinéticos y estequiométricos de los cultivos de produccion de R-3HB en biorreactor (0.75 L) con xilosa (40g/L), 0.5vvm y agitaciéon de 800

y 500 rpm a 37°C. Cepas evaluadas: AV14 y AV14NI1 transformadas con el vector pTrc-R3HB. NDT = No detectado. exp: valor en fase exponencial. Ymaxr:

Rendimiento maximo teorico (0.578 gR3HB/gXYL). Desviacion estandar mostrada en cursiva en las columnas anexas al valor.
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6.4.2- Evaluacion de la produccion de R3IHB utilizando xilosa como fuente de carbonoy 500

rpm de agitacion.

Las cepas AV14 y AV14NI1 transformadas con el vector pTrC-R3HB se cultivaron en medio
minimo con xilosa como Unica fuente de carbono. La agitacion se mantuvo a 500 rpm, mientras
que las demds condiciones permanecieron igual. Con este experimento se evaluo el
comportamiento de las cepas en una condicion donde el oxigeno se limitd aun mas que en la
condicion anterior. También se evalu6 la aportacion del gen gapN para la formacion de poder
reductor en una fuente de carbono alternativa. Si asumimos que el metabolismo de la xilosa puede
tener un flujo menor hacia la via oxidativa de la pentosas fosfato, en comparacion con la glucosa,
esto disminuiria la aportacion de NADPH de esta via, lo cual es favorable para evaluar nuestra
estrategia de formacion de NADPH por la enzima GapN (Ver Figura 5.1) (Gonzalez et al., 2002;
Mayer y Boos, 2005).

Como se puede observar en la Figura 6.9 la tension de oxigeno disuelto disminuye a cero
aproximadamente a las 8 horas de cultivo y se mantiene en cero hasta las 48 horas cuando la fuente
de carbono es consumida en su totalidad. Aunado a esto, se puede observar una acumulacion de
piruvato en la fase de limitacion de oxigeno llegando a titulos de 14 g/L y 12.6 g/L para las cepas
AV14N1 y AV14 respectivamente. En lo que concierne al producto, el (R)-3-hidroxibutirato, se
dejo de sintetizar alrededor de la hora 28 de cultivo, llegandose a producir tan solo 2.2 g/L 'y 1.6
g/L en las cepas AVI4N1 y AV14, respectivamente. Por otro lado, el acetato llego a titulos
alrededor de 3 g/L, mayores a los observados de R3HB para ambas cepas. Contrario a resultados
anteriores en los cuales la proporcion siempre era favorable hacia el R3HB, estos resultados indican
que algunas de las primeras dos enzimas de la via sintética, tanto la B-cetoliasa como la acetoacetil-
CoA reductasa (PhbA y PhbB, respectivamente) puedan estar inhibidas bajo estas condiciones. La
enzima B-cetoliasa es inhibida alostéricamente por la coenzima A libre (HSCoA) y la enzima
acetoacetil-CoA reductasa depende de la cantidad disponible de NADPH en la célula (Oeding y
Schlegel, 1973; Manchak y Page, 1994; Kessler y Witholt, 2001; Centeno-Leija, 2013).

Considerando las condiciones de limitacion de oxigeno, sumado con la eliminacion del gen pfiB,
la actividad disminuida del complejo PDHC deriva en una insuficiencia del flujo para formar acetil-
CoA. Por lo tanto, se sugiere que el cociente acetil-CoA/ HSCoA no logra aumentar a un nivel

necesario para superar la inhibicion de la enzima B-cetoliasa, esto impediria la sintesis de R3HB
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(Oeding y Schlegel, 1973; Manchak y Page, 1994; Kessler y Witholt, 2001; Centeno-Leija, 2013).
El acetil-CoA formado por la PDHC puede ser redirigido hacia la formacion de biomasa y al ciclo
de los acidos tricarboxilicos (TCA, por sus siglas en inglés), lo cual concuerda con el aumento de
biomasa durante el transcurso del cultivo. Asi mismo, la tioesterasa II (TesB) podria utilizar al
acetil-CoA como sustrato para la formacion de acetato y HSCoA, concordando con el aumento
progresivo de acetato. Ambas vias impiden a su vez el aumento de la poza de acetil-CoA al nivel

necesario para activar a la B-cetoliasa (Oeding y Schlegel, 1973; Manchak y Page, 1994; Kessler y

Witholt, 2001).
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Figura 6.9: Cinéticas de crecimiento, consumo de xilosa, tension de oxigeno disuelto y de produccion de R3HB,
piruvato y acetato en los cultivos con xilosa (40g/L), 0.5vvm, agitacion de 500 rpm a 37°C en biorreactor con 0.75 L
de medio. Cepas evaluadas: AV14NI1 (linea continua, simbolos cerrados), AV 14 (linea discontinua, simbolos abiertos).
A. Consumo de xilosa (XYL, cuadrados) y de produccion de piruvato (PYR, rombos) B. Peso celular seco (CDW,
cuadrados) y de variacion de tension de oxigeno disuelto (DOT, circulos).C. Produccién del (R)-3-hidroxibutirato

(R3HB, triangulos) y de produccién de acetato (ACE, rombos). Se presentan los promedios de duplicados.
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6.4.3- Evaluacion de la produccion de R3IHB utilizando xilosa como fuente de carbonoy 800

rpm de agitacion.

Para la siguiente serie de experimentos se evaluod la produccion de R3HB con las cepas AV14N1
y AV14 utilizando xilosa como fuente de carbono, en condiciones de agitacion de 800 rpm y

aireacion de 0.5 vvm (Figura 6.10), las cuales fueron las mejores condiciones de produccion en

glucosa.
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Figura 6.10: Cinéticas de crecimiento, consumo de xilosa, tension de oxigeno disuelto y de produccion de R3HB,
piruvato y acetato de los cultivos con xilosa (40g/L), 0.5 vvm y agitacion de 800 rpm a 37°C en biorreactor con 0.75
L de medio. Cepas evaluadas: AV14N1 (linea continua, simbolos cerrados), AV14 (linea discontinua, simbolos
abiertos). A. Consumo de xilosa (XYL, cuadrados), de produccion de piruvato (PYR, rombos) y de variacion de tension
de oxigeno disuelto (DOT, circulos). B. curva de crecimiento en peso celular seco (CDW, cuadrados), de produccion

del (R)-3-hidroxibutirato (R3HB, tridngulos) y de produccién de acetato (ACE, rombos). Se presentan promedios de
duplicados.

La tasa de crecimiento de las cepas (AV14N1 y AV14) utilizando xilosa como unica fuente de

carbono (0.36 y 0.42 h™!, respectivamente) es menor en comparacion con la tasa de crecimiento en
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glucosa (0.51 h™!). Debido a lo anterior la velocidad de transferencia de oxigeno del sistema no fue
limitante, esto se observa en la Figura 6.10 donde la tensioén de oxigeno disuelto no bajo del 20%
considerandose un cultivo completamente aerobico, por lo cual no se acumula piruvato durante

todo el cultivo.

Para los fines de produccién de R3HB estas condiciones no fueron adecuadas, ya que el carbono
se utilizd en la formacion de biomasa, alcanzandose alrededor de 9.3 g/L para ambas cepas,
superando la biomasa alcanzada en la condicion donde se utiliza glucosa como fuente de carbono
(8.3 g/L). La produccion de R3HB alcanzo titulos y rendimientos de 5.32 g/L, 0.14 gr3up/gcLc Y
5.62 g/L, 0.15 gr3up/gcLc, para las cepas AV14N1 y AV14 respectivamente. Los rendimientos
corresponden aproximadamente al 25 % del rendimiento mdaximo tedrico (Ymaxt, 0.578
gRrR3HB/ExYL), los cuales estan muy por debajo del 47 % alcanzado en la fermentacion con glucosa a
800 rpm. Con respecto a la produccion de acetato, esta alcanzo 3.63 y 3.15 g/L en las cepas

AV14N1 y AV 14, respectivamente.

Al igual que en el cultivo con glucosa a 800 rpm, no se observé una inhibicidon de la produccion de
R3HB como en la condicion con xilosa a 500 rpm. Esto debido a la mayor tasa de transferencia de
oxigeno. Por lo cual el complejo PDHC se encuentra activo y funcional, lo que proporciona acetil-
CoA durante todo el cultivo, que es utilizado para la produccion de biomasa, acetato y R3HB
(Sawers y Clark, 2004; Fernandez-Sandoval ef al., 2012). Sin embargo, la produccion de (R)-3-
hidroxibutirato se ve limitada, debido a la preferencia por la formacién de biomasa a partir de la
acetil-CoA, ya que no se utilizaron condiciones Optimas de transferencia de oxigeno para la
utilizacion de xilosa, por lo cual seria necesario determinar las condiciones de agitacion o aireacion
para obtener la tasa de transferencia de oxigeno iddnea para el sistema (Oeding y Schlegel, 1973;

Manchak y Page, 1994; Kessler y Witholt, 2001; Fernandez-Sandoval et al., 2012).

6.4.4- Evaluacion de la produccion de R3HB utilizando glucosa como fuente de carbono en

condiciones de limitacion de nitrégeno.

Finalmente, se realiz6 un experimento en el cual se limito el nitrogeno del medio para que alcanzase
cierta biomasa y posteriormente entrara en fase estacionaria en la cual produciria nuestro producto
de interés. Ademas, el cultivo no presentd limitacion de oxigeno lo cual siempre mantendria
expresado al complejo PDHC. Este experimento se realizéd con la cepa AV14N1 utilizando glucosa

(40 g/L) como fuente de carbono, una concentracion limitante de nitrogeno (47.6 mM), aireacion
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de 0.5 vvm y con agitacion de 800-900 rpm, manteniendo siempre la tension de oxigeno superior
a 20%. Se calcul6 la cantidad de nitrogeno requerida para alcanzar 4.8 g/L de biomasa, de acuerdo
con la formula de E. coli, considerando que para la cepa AVI4N1 el nitrégeno conforma
aproximadamente el 14% del peso celular seco. En los resultados se puede observar de nueva
cuenta una inhibicion de la sintesis de R3HB (Figura 6.11), asi mismo el crecimiento fue limitado
debido a la falta de nitrégeno para la sintesis de proteinas principalmente. Se alcanzé una biomasa
maxima de 4.18 g/L a las 22 horas de cultivo, el cual se siguié hasta las 72 horas. Se lleg6 a un
titulo de 7.67 g/L de R3HB con un rendimiento de 0.21 gr3us/gcic, el cual es el 37% del
rendimiento maximo tedrico, indicando que la condicion de glucosa a 800rpm, sin limitacion de
nitrogeno, fue la mejor condicion de produccion de R3HB. En las condiciones de limitacion de
nitrogeno evaluadas la cepa AV14N1 no fue capaz de consumir en su totalidad la glucosa, ya que
como se puede observar en la grafica (Figura 6.11), 1a velocidad de consumo de glucosa disminuy6

de forma drastica cuando entré a fase estacionaria, debido a la limitacion de nitrégeno.

Con respecto al piruvato empezé a producirse cuando el cultivo entro en fase estacionaria debido
a la limitacion de nitrogeno, alcanzando 7.3 g/L. De forma interesante el acetato se acumul6 durante
todo el cultivo alcanzando un titulo de 15.87 g/L, superando de nueva cuenta la produccion de (R)-
3-hidroxibutirato. Este fendmeno es muy parecido al obtenido en la condicién de mayor limitacion
de oxigeno, lo cual sugiere que la inhibicion del complejo PDHC puede deberse a un aumento del
cociente NADH/NAD". Este puede ser ocasionado por la limitacién del crecimiento y la
disminucion de la actividad de regeneracion del cofactor NADH por la cadena respiratoria, que es
la Ginica via disponible de regeneracion de NADH en la cepas AV14 y AV14N1 (Sawers y Clark,
2004). Debido a esto la reducida actividad del complejo PDHC no permite la acumulacion
necesaria de acetil-CoA, lo cual impide superar por completo la posible inhibicién de la enzima [3-
cetoliasa por la coenzima A libre. Aunado a esto, la posible formacion de acetato a partir de acetil-
CoA, debido a la baja especificidad de la tioesterasa II (TesB), causa una disminucion constante
de acetil-CoA y un aumento de HSCoA, que al final se observa en una mayor produccion de acetato

que de R3HB.
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Figura 6.11: Cinética de crecimiento, consumo de glucosa y de produccion de R3HB, piruvato y acetato. Cultivo con
glucosa (40 g/L), 0.5 vvm, manteniendo la TOD superior a 20 % y con limitacion de nitrogeno (47.6 mM) a 37 °C en
biorreactor con 0.75 L de medio. Cepas evaluadas: AV14N1/ pTrc-R3HB. A. Consumo de glucosa (cuadrados), de
produccioén de piruvato (rombos) y de produccion de acetato (circulos). B. Peso celular seco (CDW, cuadrados) y de

produccion del (R)-3-hidroxibutirato (tridngulos). Se presentan promedios de duplicados.

6.4.5- Discusion sobre la produccion de R3HB a nivel de biorreactores.

En resumen, se logr6 la produccion de R3HB a partir de glucosa y xilosa como fuentes de carbono,
obteniendo la mejor condicion de produccion con glucosa a 800 rpm y 0.5 vvm. Alcanzando la
productividad més alta reportada a la fecha con la cepa MG1655 (0.59 g L' h'!), para un proceso
de produccion de (R)-3-hidroxibutirato en una cepa recombinante de £ coli en cultivo en lote
(Tabla 6.4). Aun asi el sistema tiene muchas posibilidades de ser mejorado, utilizando diferentes
estrategias de cultivo como lo son: control de oxigeno disuelto y cultivos alimentados con la
finalidad de aumentar atin mas la productividad del sistema. La productividad mas cercana obtenida
en un sistema de produccion utilizando a E coli, ha sido el trabajo de Liu y colaboradores (2007)
con 0.508 g L' h'! en el cual se utilizaron los primeros dos genes de la via de sintesis de los PHAs
de Ralstonia eutropha, y ademas la sobreexpresion del gen fesB utilizando la cepa de E. coli
BW25113. Aunque el valor sea muy similar al obtenido por nosotros, cabe destacar que su
estrategia de cultivo fue diferente. En su estudio se utiliz6 cultivo del tipo lote alimentado, el cual
fue suplementado con mas de 60 g/L de la fuente de carbono (glucosa) y en completa condicion
aerobica. Esto indica la posibilidad de alcanzar mayores titulos y productividades utilizando esa

estrategia de cultivo (Liu et al., 2007).
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Tabla 6.4: Tabla comparativa de las principales estrategias de produccion de (R)-3-hidroxibutirato en diversos microorganismos.

46

. . . .. . . Fuente de |Tiempo de| Titulos de |Rendimiento|Productividad .
Microorganismo Estrategia de Produccion Tipo de Cultivo . 1 a1 Referencias
Carbono cultivo (h)|R3HB (gL™*)| (gR3HB/gS) (gL”h7)
haA +phaB +phaC +phaZid Lot tapa final de tratamient
E. coli XLI-Blue phafi +phal +phat +phast de ote con etapafinal de fratamiento GLC 51 9.6 0.48 0.19 Lee y Lee, 2003
R. eutropha termicoy alcalino
hbA +phbB de R. eutropha ; buk + ptb GLC + Ext.
E. coli DH5a P P en eu rop‘ B LE 33y Lote completamente aerobico X 48 12 0.2 0.25 Gao et al., 2002
de C. acetobutylicum Levadura
E. coli DH5a phbA +phbB de R. eutropha;; phaG de Lote LB+GLC+Ac. 72 0.7 0.035 0.01 Zhao et al., 2003
P. putida Acrilico
E. coli JM 109 phaCAB +phaZ7 de R. eutropha Lote en anaerobiosis LB +GLC 100 7.3 0.7 0.06 Shiraki et al., 2006
E. coli BW25113 phbA +phbB de R. eutropha; Lote alimentado aerobico GIC +Ext. 24 122 ND 0.508 Liu et al., 2007
sobreexpresién de tesB de E. coli Levadura
hbA +phbB de A. vinelandii; L . .
E. coli MG1655 P P L, €A vinetanail . Lote con limitacion de oxigeno GLC 18 10.4 0.27 0.59 Este estudio.
sobreexpresidn de tesB de E. coli
hbA +phbB de A. vinelandii;
E. coli AV14N1 P phoe de A. vinelanali; Lote con limitacién de oxigeno GLC 18 9.85 0.26 0.55 Este estudio.
sobreexpresidn de tesB de E. coli
phbA +phbB de A. vinelandii;
E. coli MG1655 sobreexpresion de tesB de E. coliy de gapN Lote en matraz GLC 36 3.3 0.31 0.1 Este estudio.
de S. mutans (pTrc-R3HB + pACYCgapN )
phbA +phbB de A. vinelandii;
E. coli MG1655 sobreexpresion de tesB de E. coli y de Lote en matraz GLC 10 2.55 0.28 0.26 Este estudio.
gapN de S. mutans (pTrc-gapN -R3HB)
hbA +phbB de R. eutropha + pct d GLC +Acetato +
E. coli BW25113 & - € .eu. VLR (AT s Lote en tubo de ensaye cetato 24 5.2 ND 0.22 Matsumoto et al., 2013
C. propionicum . Ext. Levadura
Lote ali tad tapa final d
A. latus DSM 1123 Despolimerizacién in vivo. ote alimentado con etapatinalde - o rosa 24 117.8 0.34 491 Lee et al., 1999c
despolimerizacién en pH 4cido.
Lote alimentado de nitrogeno de
Halomonas sp. . L L .
KM-1 Despolimerizacién in vivo. dos fases, condiciones aerobicas y GLC 84 40.3 0.2 0.48 Kawata et al., 2014
microaerobicas
B. cepacia Bioingenieria de la fermentacién Lote con limitacion de nitrogeno Hidrolizados de 208 16.8 ND 0.081 Wangy Liu, 2014
ATCC 17795 & : & Ext. de madera. ' ' gy Hu
M. rhodesianum Vias de asimilacion de R-3HB mutadas Lote con dos etapas Metanol 192 3.2 0.009 0.017 Holscher et al., 2010
i Eliminacién del operdn pha vy fadBA, con ) GLC +Ac. laurico 7.27 0.184
P. putida KT2442 Lote al tad 28 0.26 Ch tal., 2009
putida sobreexpresion de tesB de P. putida ote alimentado +Ext. Levadura (3HDD) (gC’/aC®) ungeta.

3HDD: 3-hidroxidodecanoato; gC’/ gCS: rendimiento en gramos de carbono del producto por gramos de carbono del sustrato. phad/phbA, B-cetoliasa; phaB/phbB;

acetoacetil reductasa; phaC: PHA sintetasa; phaZi: PHA despolimerasa I; buk: butirato cinasa; ptb: fosfotransbutirilasa; phaG: o/p hidrolasa; phaZ7: PHA

despolimerasa 7; tesB: tioesterasa II; gapN: G-3-P deshidrogenasa dependiente de NADP™; pct: propionil-CoA transferasa; fadBA: operon de

transenoil-CoA isomerasa y de la 3-hidroxiacil-CoA epimerasa. GLC, glucosa.
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En otros trabajos se han alcanzado mayores rendimientos que los obtenidos en este estudio hasta
0.7y 0.48 gr3uB / gore (Tabla 6.4). Sin embargo, cabe destacar que la mayoria suele utilizar medios
complejos o suplementados con extracto de levadura (Gao et al., 2002; Shiraki ef al., 2006). En la
condicion con glucosa a 800 rpm se alcanz6 el 47% del rendimiento maximo tedrico (Ymaxt, 0.578
gr3uB/gcLc) en medio mineral minimo, éste es un rendimiento bueno pero aun con gran potencial
para ser mejorado. Como se ha visto en los resultados obtenidos, la formacion de biomasa, acetato
y piruvato son las principales vias que compiten por el flujo de carbono. Por lo cual es necesario
limitar la formacion de biomasa como fue realizado en este estudio, mediante la limitacion de
oxigeno. Ademads, la conversion eficiente de piruvato a acetil-CoA es un paso primordial en
conjunto con la reincorporacion del acetato formado, para mantener la poza de HSCoA en niveles
inferiores a los inhibitorios para la via de sintesis del R3HB (Oeding y Schlegel, 1973; Manchak y
Page, 1994; Kessler y Witholt, 2001; Fernandez-Sandoval et al., 2012).

Cabe destacar que la via utilizada para la formacion de R3HB no esta balanceada energéticamente
hablando al utilizar glucosa como fuente de carbono, por lo cual se debe considerar como contender
con el exceso de poder reductor (NADH) o en su defecto considerarse alguna fuente de carbono
alternativa, basandose en el rendimiento méximo tedrico energético dado por los grados de
reductancia del sustrato entre los del producto (Dugar y Stephanopoulos, 2011). Para el caso
especifico del R3HB, a partir de glucosa este rendimiento es de 1.33 molr3up/molcLc, mientras que
el rendimiento maximo tedrico estequiométrico es de 1 molrsus/molcrc. Asi entonces, el 25%
restante de la energia presente en la glucosa es producida en forma de exceso de poder reductor

(Dugar y Stephanopoulos, 2011).

La utilizacion de despolimerasas de PHAs es la via mas estudiada para la produccion de R3HB y
se han obtenido buenos resultados en rendimientos y titulos, pero suelen tener bajas
productividades (Lee y Lee, 2003, Kawata ef al., 2014; Wang y Liu, 2014). Sin embargo, en el
estudio de Lee y colaboradores en el afio 1999 se reportaron titulos de hasta 117.8 g/L. de R3HB,
junto con una productividad muy alta, de 4.91 g L' h'!, utilizando a Azohydromonas lata (o
Alcaligenes latus) en un cultivo tipo lote alimentado y utilizando como fuente de carbono sacarosa.
Cabe mencionar que en dicho estudio primero se realiz6 la produccion y acumulacion del polimero
P3HB y en una etapa posterior de incubacion a pH acido (3 a 4) se logr6 una réapida

despolimerizacion a R3HB, con un rendimiento de hasta el 85 % del polimero acumulado (Lee et
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al., 1999). Siendo éste el Unico reporte que ha alcanzado titulos y productividades similares, se
siguen evaluando estrategias alternas que puedan competir para la produccion del mondémero, entre
la que destaca nuestra estrategia utilizada, la cual incluso se ha utilizado en el microorganismo
Pseudomonas putida con el fin de obtener un mondémero diferente el 3-hidroxidodecanoato, cuyas
aplicaciones industriales son diversas e interesantes (Chung et al., 2009). Otra estrategia de reciente
aplicacion es la obtencion de R3HB por medio de la propionil-CoA transferasa, la cual utiliza como
sustrato donador al (R)-3-hidroxibutiril-CoA y al acetato como receptor, formando R3HB y acetil-
CoA (Matsumoto et al., 2013). Esta es una estrategia relevante tomando en cuenta nuestros
resultados en los cuales el tener una via de regeneracion de acetil-CoA como la via de los genes

ackA y pta le proporciona una ventaja al sistema para la produccion de R3HB.

6.5- Determinacion de la actividad enzimatica de GapN y GapA en la cepa

AV14NI1.

Debido a la poca o nula diferencia entre las cepas AV14 y AV14NI1 se planteo la posibilidad de
que la construccion para la expresion conjunta de los genes gapA y gapN, tuviera algiin problema.
Por lo cual, se midi6 la actividad enzimatica de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
dependiente de NAD" o de NADP" en extractos celulares de las cepas AV14 y AV14NI1, dada por

las enzimas GapA y GapN, respectivamente.

Los resultados de estos experimentos sugieren que hay diferencias significativas en las actividades
tanto de GapA como de GapN entre ambas cepas. La actividad determinada de GapA para las cepas
AV14y AVI14NI1, fue de 269.87 £54.87 y de 112.79 £6.56 nmol min' mgprot™!, respectivamente
(Tabla 6.5). A pesar de que no se ve un efecto desfavorable en el crecimiento de la cepa AVI14N1
en condiciones aerobicas, la actividad de GapA es reducida a la mitad en comparacion con la cepa
AV14. En relacion a la actividad de GapN, ésta no fue apreciable en la cepa AV14 y en la cepa
AV14N1 fue de 9.45 +£0.77 nmol min' mgpror!. La diferencia entre la actividad de GapN y GapA
es de un orden de magnitud, esto explica la poca diferencia que existe entre la cepas, debido a una

muy poca aportacion de NADPH por medio de la actividad de GapN de la cepa AVI4NI].

Se utilizé como control las cepas AV14 y AV14NI1 transformadas con el vector pACYCgapN, el
cual tiene clonado el gen gapN bajo el promotor trc inducible por IPTG. Las cepas

AV14/pACYCgapN y AV14N1/pACY CgapN obtuvieron valores de 508.19 +£146.40 y de 706.17
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+87.87 nmol min™! mgprot’!, respectivamente. De acuerdo a lo anterior, se comprobé que el método
de analisis funciona y que al sobreexpresar el gen gapN, se presenta una mayor actividad GapN
que GapA, al menos 5 veces mayor, para el caso de la cepa AV14NI1. Estos resultados son
congruentes con los datos obtenidos en el trabajo previo de Centeno-Leija, utilizando el vector
pACYCgapN en la cepa MG1655AgapA::gapN, obteniendo 937 + 40 nmol min™' mgpror!. Cabe
destacar que las condiciones utilizadas para la determinacion de la actividad GAPDH en el actual
estudio son diferentes a las utilizadas en el trabajo previo, por lo que los valores no son
estrictamente comparables, inicamente en el orden de magnitud obtenido (Centeno-Leija et al.,

2013).

Actividad especifica por cantidad de proteina total
(nmol min™ mgpror™)

GapA (NAD') | GapN (NADP)
AV14 269.87|+54.87 NDT

AV14N1 112.79| #6.56 | 9.45 | #0.77
AV14/pACYCgapN  |281.88|+56.55 [508.19| +146.40
AV14N1/ pACYCgapN |114.84|+17.57|706.17| 287.87

Tabla 6.5: Actividad enzimatica especifica por cantidad de proteina total d¢ GAPDH dependiente de NAD" y NADP*
en extractos celulares. Cepas: AV14, AV14N1, AV14/pACYCgapN y AV14N1/pACYCgapN. NDT: No detectado.

Desviacion estandar mostrada en cursiva en las columnas anexas al valor. Se presentan promedios de triplicados.
6.6- Evaluacion de la produccion de R3HB sobreexpresando gap/V.

6.6.1- Evaluacion de la produccion de R3HB sobreexpresando gapN con un sistema de dos

vectores a nivel de matraz.

De acuerdo a los resultados anteriores, se propone la sobreexpresion de gapN, mediante un sistema
plasmidico, con el propdsito de aumentar y modular los niveles de NADPH disponible para la
produccion de R3HB. Se plante6 la utilizacion de otro vector para sobreexpresar gapN y asi
aumentar la cantidad de NADPH disponible en la célula. Se realiz6 una evaluacion a nivel de
matraz de las cepas MG1655, MSO01, AV14N1 y MG1655 AackA-pta transformadas con los
vectores pTrc-R3HB y pACYCgapN, el cual tiene clonado el gen gapN de Streptococcus mutans
bajo el control del promotor Trc inducible por IPTG (Centeno-Leija et al., 2014). Los cultivos se
realizaron en medio mineral minimo AM2, suplementado con glucosa (10 g/L) como unica fuente

de carbono a 37 °C y 300 rpm en matraces de 250 mL con 50 mL de medio de cultivo. Los
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resultados se presentan en la Figura 6.12 y en la Tabla 6.6. Los cultivos fueron inducidos con 0.1
mM de IPTG a una DOgoo de 0.8-1 y puede observarse una reduccion importante en la velocidad
de crecimiento (hasta un 13% de la velocidad de crecimiento original) al momento de la induccion,
posiblemente debido a una carga metabolica excesiva. La glucosa fue consumida en su totalidad
alrededor de la hora 36 de cultivo, alcanzando una biomasa de 1.5 g/L para la cepa MG1655 y en
promedio de 1.3 g/L para las cepas MS01, AV14N1 y MG1655 AackA-pta. A pesar de la reduccion
del crecimiento al final del cultivo se alcanzaron titulos de R3HB de 3.3, 2.94, 2.56, 2.99 g/L para
las cepas MG1655, MSO01, AV14N1 y MG1655 AackA-pta, respectivamente. Los titulos de R3HB
son superiores a lo alcanzado en las mismas condiciones tinicamente con el vector pTrc-R3HB, de
tal forma que se logré aumentar la produccion en un 44, 78, 77 y 106 % para las cepas MG1655,
MSO01, AV14N1 y MG1655 AackA-pta, respectivamente. De igual manera el rendimiento se vio
incrementado llegando a valores de 0.31, 0.27, 0.24, 0.33 gr3up/gcLc con las cepas MG1655, MSO1,
AV14N1 y MG1655 AackA-pta, respectivamente. En esta evaluacion fue alcanzado un rendimiento
de hasta el 56% con respecto al rendimiento maximo teorico (Y maxt, 0.578 gr3un/gcic), superando
incluso la estrategia de limitacion de oxigeno en biorreactor, donde se alcanzo el 47% del Y maxr.
Esto indica la importancia del aumento del cofactor NADPH para alcanzar mayores rendimientos,
como se plantea en la hipotesis de la presente tesis y que se ha reportado anteriormente para otros
metabolitos que requieren de un mayor aporte de NADPH para ser reducidos (Centeno-Leija, 2013;

Martinez et al., 2008; Lee et al., 2013; Boyd et al., 1995).

Como controles para determinar la posible causa de la carga metabdlica excesiva se transformo a
la cepa MG1655 AackA-pta con combinaciones de los vectores vacios y de produccion, ya que en
un estudio anterior se utilizé la cepa MG1655 AackA-pta también con un sistema de dos vectores
similar al utilizado en este estudio con el fin de producir P3HB en E. coli. En ese trabajo se obtuvo
una mayor acumulacion de P3HB en la célula sin presentar el efecto de la disminucion del
crecimiento debido a la carga metabodlica (Centeno-Leija ef al., 2014). Se obtuvieron las cepas
MG1655 AackA-pta/ pTrc-R3HB / pACYC184 (Control vector pTrc-R3HB y vector pACYC184,
C. R-A) y MG1655 AackA-pta/ pTrc992A/ pACYCgapN (Control vector pTrc992A y vector
pACYCgapN, C. T-N). Ademas se realizo el cultivo de la cepa MG1655 AackA-pta pTrc-R3HB/
pACYCgapN sin inductor y de la cepa MG1655 AackA-pta con ambos vectores vacios (pTrc992A/
pACYC184). En el cultivo de la cepa MG1655 AackA-pta pTrc-R3HB/ pACY CgapN sin inductor,

no se observa una reduccion del crecimiento y llega a producir 1.88 g/l de R3HB debido a la
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expresion basal que presentan los vectores. Esto confirma que existe un efecto de carga metabolica
excesiva (atribuible al plasmido pTrc-R3HB) al momento de realizar la induccion con 0.1 mM de
IPTG. En el cultivo de la cepa MG1655 AackA-pta/ pTrc992A/ pACYCgapN (C. T-N) no se
presenta la disminucion del crecimiento al inducir con la misma cantidad de IPTG. Sin embargo,
en el cultivo de la cepa MG1655 AackA-pta/ pTrc-R3HB / pACYC184 (C. R-A) si se presenta la
reduccioén en la velocidad de crecimiento posterior a la induccion (confirmando el efecto a la carga
metabolica por la sobrexpresion de los genes codificados en el plasmido pTrc-R3HB), aunque no
en el mismo grado de severidad que en la cepa MG1655 AackA-pta pTrc-R3HB / pACYCgapN,
ya que la primera alcanza una mayor biomasa (1.90 g/L) y su velocidad de crecimiento posterior a

lainduccion es de 0.09 h-1 comparada contra 0. 07 h™! de la cepa con ambos vectores de produccion.

Los datos anteriores indican que en nuestro caso especifico, la causa de la carga metabdlica
excesiva, puede ser debido a que la via sintética de produccion de R3HB (genes phbA, phbB 'y
tesB), la cual causa una carga metabolica que rebasa la capacidad metabolica de la cepa, al utilizar
dos vectores, comportamientos similares han sido reportados en la literatura (Ricci y Hernandez,
2000; Bhattacharya y Dubey, 1995; Bentley et al., 1989; Ow et al., 2006). En el estudio de Centeno-
Leija, se observo que el reemplazo cromosomal de gapA por el de gapN silvestre de S. mutans
causa efectos drasticos en el crecimiento de la cepa y solo mediante una co-expresion de los genes
gapA y gapN, utilizando un vector plasmidico (pACY CgapN) para sobre expresar el gen gaph, fue
posible un crecimiento favorable y el aumento del NADPH disponible en la célula (Centeno-Leija
et al., 2013). Sin embargo, no present6 el fenomeno de carga metabdlica excesiva, esto puede
suponerse que es principalmente debido a la sobreexpresion del gen tesB (la cepa utilizada en
ambos casos fue la misma: MG1655 AackA-pta), ya que en comparacion con el trabajo de Centeno-
Leija, la tinica diferencia en los sistemas de produccion es el intercambio del gen phbC por el gen

tesB, siendo que en nuestro caso si se presenta una carga metabolica excesiva (Centeno-Leija et

al., 2014).
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Figura 6.12: Cinéticas de crecimiento, consumo de glucosa y de produccion de R3HB y acetato. Cepas evaluadas:
MG1655 (circulos cerrados), MSO1 (cuadrados cerrados), AV14N1 (circulos abiertos) y MG1655 AackA-pta
(tridngulos abiertos) transformadas con los vectores pTrC-R3HB / pACYCgapN en matraz con glucosa (10 g/L),
induciendo con 0.1 mM de IPTG, 300 rpm a 37°C. Asi también se incluyen los controles con la cepa MG1655 AackA-
pta, transformada con los vectores pTrc-R3HB / pACYCgapN, sin inducir (C.R-N sin IPTG, linea discontinua
triangulos negros) y al control de la cepa transformada con los vectores pTrc-R3HB / pACYC184 (C.R-A, sin gen
gapN, linea discontinua triangulos grises). A. Peso celular seco (CDW). B. Consumo de glucosa (GLC). C. Produccion

del (R)-3-hidroxibutirato (R3HB). D. Produccion de acetato (ACE). Se presentan promedios de triplicados.
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Tasa de . . Fuente de carbono ex Rendimiento . Rendimiento
. Biomasa Acetato Piruvato . qs*® Productividad
Organismo / plasmido crecimiento - . 4 consumida 1 R3HB (gL'l) del producto Ly con respecto al
) (L) (gL (L) @ac L) (cic geow h) (@rom/zac) | BB I Yaer (%)
oli +
E. coli MG1655 GE 0.04 1.5 [+0.06 | 0.11 | £0.03 NDT 10.770 +0.03 1.59 +0.58 3.30 | £0.09 | 0.31 | £0.00 0.09 |+0.003 53.04
pTre-R3HB / pACYCgapN | 0.06 | £0.01
E. coli MSO01 ! +0.
ot 047 | #0.02 1 37140.78 | 0.03 |20.06| NDT 10775 | +0.04 | 173 | 2042 | 294 | 2026 | 027 | 20.03 | 0.08 |20.007 7.2
pTrc-R3HB / pACYCgapN | 0.05 | +0.02
E. coli AVI4NI 041 | £0.01 1.33 1+£0.05] 0.42 | +0.02 NDT 10.704 +0.02 1.52 +0.13 2.56 | £0.05 0.24 | £0.00 0.07 |+0.001 41.32
pTre-R3HB / pACYCgapN | 0.03 | 20.00 | ' ’ ' ’ ’ ’ ' ’ ' ’ ' ’ ' ’
E. coli MG1655 AackA-pta | 0.48 | +0.02
1.33|+0.13 ] 0.56 [ +0.01 NDT 9.185 +0.05 1.32 +0.05 299 [ +0.12 0.33 | £0.01 0.08 |+0.003 56.29
pTrc-R3HB / pACYCgapN | 0.07 | +0.00
E. coli MG1655 AackA-pta
pTrc-R3HB / pACYCgapN | 048 | £0.01 | 2.80 [£0.14 |0.351| +0.03 NDT 9.563 +0.21 1.34 +0.08 1.89 | £0.16 | 0.20 | +0.01 0.05 |+0.014 34.14
Sin Induccién
E. coli MG1655 AackA-pta | 0.48 | £0.03
. +0. . +0. . +0. . =+0. . +0. b =+0. b +0. b
pTre-R3HB / pACYC184 oo |2 1.90 [£0.13 | 1.12 | +0.15 NDT 9.793 0.03 1.26 0.06 1.75 0.15 | 0.18 0.02 | 0.05 0.004 30.99
E. coli MG1635 Aackd-pta | 1o\ 01 | 236 |<0.11 [0.107| 20,01 [2877| 20,01 | 8314|2006 | 158 | <005 NA NA NA NA
pTrc992A / pACYCgapN 049 ' ) ’ ) ) ) ’ ) ) ) '
E. coli MG1655 Aackd-pta 0.53 | +0.01 | 2.75(+0.17 [0.914| £0.01 {2.120{+0.10 9.039 +0.17 1.64 +0.09 NA NA NA NA
pTrc992A / pACYC184 el B : S e el : : : : :
E. coli MG1655 /
0.586 | £0.02 | 2.11 [+£0.38 | 0.28 | £0.04 NDT 9.18 +0.65 1.86 +0.08 2.55 | £0.25 0.28 | +0.04 0.26 | £0.02 48.14
pTrc-gapN-R3HB
E. coli MSOT/ 0.586 | £0.02 | 2.24 |£0.24 | 0.13 | 20.04|  NDT 10.40 196 | 0.6 | 241 | +0.08 | 023 | 0.01 | 024 |+0.008]  40.13
pTrc-gapN-R3HB ) ’ ’ ) ’ ’ +0.38 ) ) ) ) ) ) ) ) )
E. coli AV14N1 /
0545 | £0.02 | 2.3 [+£0.13 | 0.43 | £0.04 NDT 7.23 +0.20 1.52 +0.03 1.13 | £0.04 0.17 | £0.00 0.11 |+0.004 28.66
pTrc-gapN-R3HB
. j MG1655 A -
E. coli ackApta | o 5271 10.01 | 232|013 | 020 |20.03| NDT 1033 | 0.6 | 186 | =0.01 | 3.01 |=0.15 | 029 | 0.04 | 030 |=0.015 50.98
/ pTre-gapN-R3HB

Tabla 6.6: Parametros cinéticos y estequiométricos de los cultivos de produccion de R-3HB sobre expresando gapN en matraz con glucosa (10 g/L), 300 rpm
a 37 °C, en cepas transformadas con los vectores pTrc-R3HB y pACYCgapN (0.1 mM de IPTG) o el vector pTrc-gapN-R3HB (10 uM de IPTG). NA = No
aplicable. NDT = No detectado. Ymaxr: Rendimiento maximo teorico (0.578 graus/goLc). Desviacion estandar mostrada en cursiva en las columnas anexas al
valor. El valor de la tasa de crecimiento subrayado corresponde al valor calculado en la fase exponencial, mientras el otro valor; al calculado en la fase de
crecimiento posterior a la induccion. exp; valor en fase exponencial.
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6.6.2- Evaluacion de la produccion de R3HB sobreexpresando gapN con un sistema de un

vector a nivel de matraz.

De acuerdo a los resultados anteriores, la estrategia de generacion del cofactor NADPH por medio
de la sobrexpresion del gen gapN estimula la mayor produccion y rendimiento del (R)-3-
hidroxibutirato. Sin embargo la utilizacion de un sistema con dos vectores le otorga a la célula una
gran carga metabodlica que le reduce de manera importante el crecimiento, afectando a la
productividad del sistema. Debido a lo anterior se construyo el vector pTrc-gapN-R3HB (Figura
6.13), el cual se deriva del vector pTrc-R3HB incluyendo el gen gapN optimizado para el uso de
codones de E coli, bajo la influencia del promotor Trc en un sistema de operén con la via sintética
de produccion de R3HB, dando un vector con 4 genes expresandose de forma conjunta (gaph,

phbA, phbB y tesB).
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Tth1111 \ |
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8498 bps 2000
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—
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Figura 6.13: Vector construido para la sintesis del (R)-3-hidroxibutirato junto con la sobreexpresion el gen gapN.

Se evalu¢ la produccion de R3HB en las cepas MG1655, MSO01, AVI4N1 y MG1655 AackA-pta
transformadas con el vector pTrc-gapN-R3HB en matraces. Sin embargo, se volvio a observar un
arresto en el crecimiento de las cepas al momento de la induccion con 0.1 mM de IPTG (datos no
mostrados). Esto sugiere que la sobreexpresion del gen gapN junto con la expresion de los demas
genes de la via, es demasiada carga metabodlica que afecta seriamente el crecimiento y la

produccion, sin la posibilidad de obtener altas productividades (Ricci y Hernandez, 2000;
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Bhattacharya y Dubey, 1995; Bentley et al., 1989; Ow et al., 2006). En consecuencia, se decidid
reducir la cantidad utilizada del inductor, se evalu6 la produccion usando 10 uM de IPTG, lo cual
es 10 veces menor a lo utilizado en los ensayos anteriores (Figura 6.14) (Tabla 6.6). El ensayo se
realizod con las cepas mencionadas anteriormente, induciendo al inicio de la fase exponencial (=1
DOeo0); no se detectd alglin efecto desfavorable en el crecimiento de las cepas en el momento y
posterior a la induccion (hasta las 8 horas de cultivo). Los cultivos llegaron a una menor biomasa
maxima (alrededor de 2.2 g/LL de peso celular seco) en comparacion con los resultados obtenidos
con las cepas transformadas con el vector pTrc-R3HB sin el gen gapN incluido en el operon
(alrededor de 4 g/L de peso celular seco). Asi mismo, aument6 la velocidad especifica de consumo
de la fuente de carbono, debido posiblemente a alguna limitacion en ATP en las cepas evaluadas
como se ha reportado anteriormente (Utrilla ez al., 2009). Con respecto a la produccion de R3HB
esta se ve favorecida alcanzando titulos de =2.5 g/L para las cepas MG1655 y MSO1, y de 3 g/
para la cepa MG1655 AackA-pta. Los titulos de la cepa AV14N1 son menores que lo alcanzados
por las otras cepas, debido a que no logré consumir la fuente de carbono en su totalidad, aun asi en
rendimientos alcanzé valores similares (0.21 gr3up/gcrLc) en comparacion con los obtenidos con las
cepas AV14NI1, MSO01, MGI1655 y MGI1655 AackA-pta (0.23, 0.28 y 0.29 gr3un/gcLc,
respectivamente). Estos valores representan un aumento del 27, 32, 55 y 119 % para las cepas
MG1655, MSO01, AVI4N1 y MGI1655 AackA-pta, respectivamente, en comparacion con los
ensayos utilizando unicamente el vector pTrc-R3HB sin sobreexpresar gapN. Aunque los
rendimientos son ligeramente menores en comparacion con utilizar el sistema de dos vectores
(pTrc-R3HB/pACY CgapN) utilizando 0.1 mM de IPTG para inducir el cultivo, la productividad
se mejora en al menos 3 veces (de 0.08 a 0.30 grsus L™ h!). Esto utilizando el sistema de un vector
(pTrc-gapN-R3HB). En cuanto a la produccion de acetato se refiere, ain se observan la
acumulacion constante en las cepas carentes de las vias del metabolismo de acetato (AVI14N1 y
MG1655 AackA-pta), al contrario existe una acumulacion y asimilacion en las cepas que poseen

intactas estas vias (MSO01 y MG1655).

Los resultados anteriores demuestran que la sobreexpresion del gen gapN de S. mutans es una
estrategia adecuada para aumentar la producciéon de R3HB. Sin embargo, la carga metabolica
excesiva ocasionada por la sobreexpresion de los genes y produccion de las enzimas necesarias es
un problema y un punto importante a considerar, por lo cual es necesario modular la expresion de

estos genes. Por los resultados obtenidos en este trabajo se debe poner énfasis especial en el control
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de la expresion de los genes tesB y gapN (Ricci y Hernandez, 2000; Bhattacharya y Dubey, 1995;
Bentley et al., 1989; Jones et al., 2000). En este trabajo se utilizé la modulaciéon mediante la
reduccion de la cantidad de inductor utilizado, aun asi existen otras estrategias con capacidad de

modulacion mas precisa (Yadav et al., 2012; Jones et al., 2000; Alper, et al., 2005)

Figura 6.14: Cinéticas de crecimiento, consumo de glucosa y de produccion de R3HB y acetato en matraz con glucosa
(10 g/L), induciendo con 10uM de IPTG, 300 rpm a 37°C. Cepas evaluadas: MG1655 (circulos cerrados), MS01
(cuadrados cerrados), AV14N1 (circulos abiertos) y MG1655 AackA-pta (triangulos abiertos) transformadas con el
vector pTrC-gapN-R3HB. A. Peso celular seco (CDW). B. Consumo de glucosa (GLC). C. Produccion del (R)-3-
hidroxibutirato (R3HB). D. Produccion de acetato (ACE). Se presentan promedios por triplicado.
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VI1I- Conclusiones

Las inactivaciones en los genes poxB y pta son efectivas para reducir la produccion de acetato,
sin afectar el crecimiento de E. coli en condiciones aerdbicas, en las cepas evaluadas. Sin
embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos en el contexto de generacion de R3HB a partir
de acetil-CoA se encontr6 una ventaja en las cepas que poseen intactas estas vias, debido a una

reincorporacion del acetato generado por actividad de la tioesterasa II sobreexpresada.

La integracion del gen gapN rio abajo del gen gap4 no causéd efectos negativos sobre el
crecimiento de E. coli en condiciones aerdbicas. Asi mismo, por los resultados obtenidos, es
muy poca la aportacion del NADPH generado con esta estrategia. Aunque se tuvieron en
consideracion todos los elementos relevantes para integrar en cromosoma de forma correcta a
gapN, incluyendo la sintesis del gen con el uso preferencial de codones optimizado,
posiblemente se generd una baja dosis génica o algun problema relacionado con la expresion

del gen.

De acuerdo a los resultados obtenidos en varios de los cultivos del presente trabajo, se sugiere
que el genotipo ApfIB de la cepa AV14 y AV14N1 afecta el flujo de carbono en la transicion
de piruvato hacia acetil-CoA en condiciones microaerdbicas, al no ser suficiente la actividad
residual del complejo piruvato deshidrogenasa para contender con un balance adecuado en la
velocidad de formacion de acetil-CoA y de consumo de HSCoA, ocasionando que la poza de
HSCoA se incremente e inhiba a la primera enzima de la via sintética de produccién de R3HB

(PhbA) (Oeding y Schlegel, 1973; Manchak y Page, 1994; Kessler y Witholt, 2001).

Se obtuvo una productividad volumétrica de R3HB en las cepas MG1655, AV14 y AV14N1
de E. coli en el intervalo de 0.55 a 0.59 g/L/h, utilizando medio mineral con glucosa en
biorreactores de 0.75 L a 800 rpm y 0.5 vvm, logrando titulos de 9.85 a 10.4 g/L. de R3HB. Las
productividades alcanzadas son las mas altas reportadas a la fecha para un proceso de
produccion de R3HB en cultivo lote, usando medio mineral y glucosa con una cepa
recombinante de E. coli.

Utilizando condiciones en las cuales se tiene limitaciéon de oxigeno durante la etapa de

produccion (800 rpm y 0.5 vvm), se aumento el rendimiento de R3HB respecto a glucosa de
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0.14 y 0.22 gr3np/gcLc, obtenidos en nivel de matraz, a 0.26 y 0.27 gr3us/gcLc para las cepas
AVI14N1 y MGI1655 a nivel de biorreactor, respectivamente. Alcanzando el 47 % del

rendimiento maximo teorico.

f. Aumentando la disponibilidad de NADPH en la célula mediante la sobreexpresion del gen
gapN de S. mutans utilizando un plasmido, se logré mejorar el rendimiento de produccion de
R3HB hasta alcanzar el 57 % del rendimiento maximo teérico. Asi mismo, se aumento en al
menos un 30 % en comparacion con los rendimientos obtenidos sin realizar la sobreexpresion
del gen gapN. Por lo cual, esta hipotesis propuesta en esta tesis resultd ser verdadera, ya que
la sobreexpresion de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP™ de S.

mutans, aumenta la produccion de R3HB.

g. La eliminacion de todas las vias de fermentacion en nuestras cepas evaluadas (AV14 y
AV14N1) y en las condiciones de cultivo utilizadas no se logra canalizar eficientemente el
flujo de carbono hacia la formacion de acetil-CoA y R3HB a partir de glucosa o xilosa como
fuente de carbono. Posiblemente este efecto sea, debido a un flujo limitado en la formacion de
acetil-CoA a partir de piruvato y al carecer de la posibilidad de reincorporar al metabolismo el
acetato formado (posiblemente por la actividad de la tioesterasa II). Esto anula nuestra segunda
parte de la hipdtesis. Sin embargo, esta conclusion solo se limita a las condiciones utilizadas
en este trabajo, ya que condiciones mas controladas de transferencia de oxigeno, podrian

dilucidar alguna ventaja de eliminar las vias de fermentacion para la produccion de R3HB.

58



Perspectivas

1)
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3)
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5)

VIII- PERSPECTIVAS.

Comprobacion enzimatica de la utilizacion de acetil-CoA como sustrato por la tioesterasa Il de
E. coli. A pesar de que se tiene evidencias de que el acetil-CoA puede ser utilizado como
sustrato por otras tioesterasas de E. coli (Zuang et al., 2008), no se ha comprobado

enzimaticamente su utilizacion como sustrato por la tioesterasa II.

Implementacion de un sistema de control de oxigeno disuelto para mejorar el proceso de
produccion de R3HB en biorreactores. Es probable que mediante un sistema de control del
oxigeno disuelto se puedan mejorar los titulos alcanzados y los rendimientos de produccion de
R3HB. Existen diversos trabajos en los cuales mediante sistemas de control del oxigeno
disuelto han mejorado sus producciones (Beronio y Tsao, 1993; Yegneswaran et al., 1991, Kole

et al., 1988)

Reconstituir el gen pfIB para mejorar el flujo de piruvato hacia acetil-CoA, esto mejoraria el
crecimiento y el balance de la poza de acetil-CoA y HSCoA en condiciones microaerdbicas.
De igual manera, la desregulacion del complejo piruvato deshidrogenasa (PDHC) mediante un
promotor constitutivo (como el promotor de gapA) podria aumentar la actividad de PDHC en

condiciones limitantes de oxigeno (Munjal et al., 2012).

Sobreexpresar de manera modulada a los genes tesB y gapN, con el fin de evitar la excesiva
carga metabolica que pudiesen generar. Esto puede llevarse a cabo mediante la utilizacioén de
promotores de menor fuerza de expresion, plasmidos con un menor nimero de copias,
integrando en cromosoma ambos genes bajo un promotor regulable, usando sitios de unién a
ribosomas (RBS) sintéticos e incluso realizando combinaciones de estas para encontrar la
estrategia optima (Ingenieria metabdlica modular multivariable; MMME) (Yadav et al., 2012;

Jones et al., 2000; Alper, et al., 2005).

Modelamiento a escala gendmica de E. coli para determinar los niveles 0ptimos de expresion
de las enzimas, de los cofactores y de la cantidad de oxigeno necesario para la produccion de
R3HB. El uso de modelos de escala genémica ha ido aumentando en gran escala, con las nuevas

herramientas bioinformaticas y el aumento en la cantidad de informacion recabada a nivel
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6)

7)

genoémico y metabolico de diversos organismos. Esto hace posible su modelaje y determinacion
de modificaciones necesarias para el mejoramiento del organismo (Price et al., 2003; Bro et al.,
2006; Simeonidis y Price, 2015). Recientemente, se ha demostrado por medio de analisis in
silico que el uso del gen gapN en Saccharomyces cerevisiae puede llegar a aumentar los

rendimientos de produccion de etanol hasta en un 25 % (Bro et al., 2006).

Mediante ingenieria de proteinas modificar la enzima tioesterasa II para aumentar la
especificidad hacia la utilizacion de (R)-3-hidroxibutiril-CoA como sustrato. La estructura
terciaria de la tioesterasa II ya se logrd cristalizar y determinar, por lo cual un enfoque de
ingenieria de proteinas pudiera ser adecuado para modificar su especificidad. Se han reportado
una gran cantidad de trabajos en los cuales se han logrado cambiar o aumentar la especificidad
de una proteina hacia algln sustrato o cofactor. (Li ef al., 2000; Yuan et al., 1995; Bommareddy

etal., 2014).

Utilizacion de una via alterna de regeneracion de acetil-CoA, como podria ser la transferencia
de CoA del (R)-3-hidroxibutiril-CoA hacia acetato, por medio de la propionil-CoA transferasa
(Matsumoto et al., 2013).
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