El metabolismo estructurado de

Gluconacetobacter entanii
Modelamiento y experimentacion.

TESIS

que para optar por el grado de

Doctor en Ciencias (Ingenieria Quimica)
presenta

Hugo Alberto 1 elasco Bedran

Asesor

Dr. Felipe Lopez Isunza.

Universidad Auténoma Metropolitana — Iztapalapa.
2007



Es una convenciéon comun de nuestra cultura atribuir alglin avance en
el desarrollo del conocimiento a un individuo en particular. Nada hay mas
falso. El conocimiento es en su origen una construccion colectiva que sdélo

tiene sentido por su uso, su expresion, sociales.

Este es el resultado de un trabajo de un equipo al que me honro en
pertenecer. La tribu de los biotecndlogos me formoé e impulsé a iniciar este
camino. Me han nutrido y alentado sus asentamientos en Popotla, Toluca,

Iztapalapa, Cuernavaca, Copilco, Londres y Lyngby.

Gracias a la inspiracion de Carlos Casas Campillo, Yoloxdéchitl
Bustamante, Prospero Genina, Teodoro Santiago, Luis Gilberto Torres,
Octavio Paredes, Heberto Castillo, Felipe Lopez, Uriel Aréchiga y John
Villadsen. Agradecimientos a la sabiduria de Gretchen Lapidus, Jesus
Alberto Ochoa, Maria Teresa Ramirez, Sergio Revah y Alberto Soria.
Gratitud para la generosa camaraderia de Mariano Rojas, Ernesto Favela,
Gustavo Fidel Gutiérrez, Guadalupe Inei, Nora Ruiz, Carmen Ramirez,
Margarita Gonzalez, Sergio Huerta, Juvencio Galindez, Celia Araujo, Victor
Hugo Valtierra, Omar Castillo, Inés y Nohemi Montiel. Los momentos de
camaraderia en el Laboratorio con Eduardo Razo C., Nelly Rodriguez C.,
Hugo C. Gonzalez H., Marco Tulio Fernandez, Priscila Ortega S., Ricardo
Lazcano F. y Edgar Montes H. han sido de aprendizaje no sé6lo de la

bioingenieria; gracias a todos.

Sin la paciencia, la comprension y el apoyo inflaqueable de Marina
Martha Ferrer, Thalia y Beatriz Velasco y Alejandra Gonzalez, no podria

estar escribiendo este texto preliminar.



RESUMEN

Un cultivo de vinagre doméstico fue muestreado y se aislé una bacteria capaz de
oxidar el etanol y la glucosa a &cido acético y de producir celulosa y un
polisacarido hidrofilico. El cultivo es estrictamente aerdbico, tolerante a pHs
acidos (~ 3.5) y con temperatura optima de crecimiento de 30°C. Una muestra
de DNA se emple6 para amplificar el gen 16S rRNA, cuya secuencia muestra
una similitud de 99.89% con la de Gluconacetobacter entanii (Ga. entanii).

Se realizaron experimentos en procesos por lote y continuos, en medios de
diferente composicion: con sacarosa y etanol, solo etanol o sélo sacarosa; y en
todos los casos en presencia de acido acético. Los procesos continuos se
realizaron a diversas tasas de dilucion, encontrando que en todos los casos se
produjo celulosa y un polimero, presumiblemente el acetan.

La bioquimica publicada de Acetobacter xylinum (o Gluconacetobacter xylinus)
se empled como una base razonable para explicar los resultados experimentales
hallados, debido a la escasa informacion sobre la bioquimica de Ga. entanii
(cuya identificacion es reciente, Schiiller y col., 2000).

Con el enfoque de estado estacionario para la concentracion de los metabolitos
intracelulares se desarrolld un modelo estequiométrico simple que integra por
primera vez las rutas catabolicas de la sacarosa, el etanol y el 4cido acético, con
las rutas centrales del metabolismo, activas en este género, y con la biosintesis
de la celulosa y un polimero hidrofilico. Este modelo cuenta con el detalle
suficiente para describir la complejidad de las rutas metabodlicas y fue empleado
para analizar nuestros resultados experimentales asi como los de otros
investigadores. En particular el modelo permite describir cualitativamente el
comportamiento de algunos metabolitos intracelulares clave.

Se presenta por primera vez el comportamiento de la red metabdlica de
Gluconacetobacter entanii, mostrando experimentalmente las ligas internas
entre las rutas metabdlicas de consumo de etanol y de glucosa y fructosa, y la
produccion de todos los metabolitos terminales de Gluconacetobacter entanii
(biomasa, celulosa, acido acético, y acetan) cuando la fuente de carbono es sélo
etanol; solo glucosa y fructosa, o una mezcla de éstos.
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I. - Introduccion.

“Current knowledge of biochemical systems is composed

of a vast set of data that accumulates at an increasing rate.

Advances in analytical methods and development of sophisticated instrumentation

have provided the tools that allow us to know more than we can understand”

Hatzimanitakis, V.; Emmerling, M.; Sauer, U and Bailey, J. (1998)

Biotechnology and Bioengineering, 58 (2,3): 154-161.

La observaciéon en el epigrafe de Hatzimanitakis y colaboradores, sobre la enorme masa de

conocimientos de la quimica de los seres vivos, y su acelerada acumulacion, es valida diez afos

después. Un uso mas eficiente de ese cimulo para aplicaciones practicas se logra mediante el uso de

modelos, porque el manejo de esa informacion es entonces susceptible a las técnicas matematicas

que permiten pasar de los numerosos detalles a generalizaciones mas sucintas. Los modelos del

metabolismo y del crecimiento microbianos son una herramienta indispensable para construir el
entendimiento a partir del conocimiento (Bellgardt, 2000; Torres y Voit, 2002).

El trabajo que se presenta aborda el metabolismo de Gluconacetobacter entanii, una bacteria

aerobia recientemente identificada (Schiller y col., 2000) que crece sobre sacarosa, fructosa, glucosa,

etanol y acido acético como fuentes de carbono y con consumo obligado de oxigeno, produciendo

acido acético, celulosa, un polimero hidrofilico, presumiblemente el acetan (Kornmann y col., 2003a)

y la biomasa

Figura 1.- Crecimiento de Gluconacetobacter entanii en cultivo sin agitaciéon, en una biopelicula,
junto a una escala (cada cuadro mide 1 cm).



El microorganismo, con los dltimos tres productos mencionados, forma una biopelicula. En
cultivos sin agitacion la biopelicula crece en la superficie del medio liquido, recibiendo el oxigeno de
la capa de aire en la parte superior del recipiente y las fuentes de carbono del medio liquido (ver
Figura 1).De la observaciéon de la figura 1 y tratindose de una bacteria estrictamente aerobia, se
puede concluir que de todo el espacio en el recipiente, sélo el que ocupa la biopelicula es reactivo.
Un enfoque mas cercano hard percatarnos de que, en una biopelicula, el sitio de la reaccion es el
ocupado por las células. Aun mas, lo que sabemos hoy de la bioquimica microbiana nos sefiala que la
célula podria describirse como una red interconectada de sitios de biorreaccion. Este abanico de
enfoques es empleado para analizar lo que sucede en un reactor de laboratorio, su influencia en la
composicion celular del microorganismo modelo asi como en la composicién macroscopica del

medio de cultivo.
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Figura 2 .- Modelo del biorreactor y los enfoques considerados. C simboliza la concentracion
en el medio liquido y € la concentracion intracelular. El subindice L se refiere a la fase liquida en el
reactor, G al gas y b a la biopelicula. Las células se encuentran dispersas en la biopelicula Las
especies quimicas mostradas son E, etanol; A, acido acético, O, oxigeno; G, glucosa; X, biomasa, P1,
el polimero hidrofilico y P2, celulosa. ATP es el adenosin trifosfato, NAD es el nicotin adenosin
dinucleétido y PQQ la pirrolo quinolin quinona. Qy y Qg son los flujos de medio y aire
respectivamente. La particula de biopelicula tiene un grosor 1, .



En la Figura 2 esquematicamente se muestran los niveles de nuestro enfoque: el biorreactor
con medio liquido en el cual crece la biopelicula, no en la superficie, sino como fléculos en
suspension. Dentro de éstos se encuentran dispersas las células bacterianas y los sustratos del medio
liquido llegan a la célula mediante un transporte difusivo. Los cambios en algunos de los metabolitos
intracelulares clave son medidos en este trabajo.

Gluconacetobacter spp. es un género no solo interesante por los variados rasgos de su
bioquimica, sino asimismo por que éstos se proyectan en distintos campos de la biotecnologia. La
producciéon mundial de vinagre es una industria sélida con un mercado amplio. Por ejemplo, en
México, pese al cierre de muchas plantas de fermentaciones en la dltima década del siglo, se mantiene
en operacion una planta productora de vinagre asociada a la industria de conservas alimenticias. Al
sostenido interés por la produccién de la celulosa bacteriana, se auna el creciente interés por la
biosintesis de polimeros hidrofilicos también de interés en la industria alimentaria. Finalmente, su
impacto como fijador de nitrégeno lo perfila como de interés para los agrobiotecnélogos.

La celulosa producida por Gluconacetobacter spp. tiene una calidad singular, pues no esta
acompafiada de lignina como la de origen vegetal, y es por ende mas pura. La cristalinidad de sus
fibras es alta y posee una resistencia tensil mayor que la celulosa de origen vegetal. Esto ha hecho que
sea un material apreciado para aplicaciones finas (Nakagaito y col., 2005). Una segunda caracteristica
es su alta retenciéon de agua, lo que la hace idénea para ser empleada como promotora de la
cicatrizacion en el tratamiento de quemaduras cutaneas (Czaja y col., 2007).

El género produce asimismo polisacaridos hidrofilicos que se unen a la celulosa formando
una matriz compacta y de densidad menor que la del agua. Estos polimeros tienen interés desde el
punto de vista del procesamiento de alimentos. El polimero producido por Gluconacetobacter xylinus, (el
acetan), es objeto de una patente (Duboc y otros, 2002).

Gluconacetobacter entanii al producir la celulosa la extrude fuera de la célula pero no se
desprende de ella, por ello s6lo una cepa carente de la capacidad de sintesis de celulosa puede crecer
como células libres. Nuestro interés es entender su metabolismo completo y, como parte de un
esfuerzo mas amplio y en proceso, nuestro trabajo en la forma presente se circunscribe al estudio del
metabolismo de Gluconacetobacter entanti.

En el esquema de la Figura 3 se muestra a la célula como una caja negra. Se sefiala que
consume tres sustratos y produce biomasa, acido acético, celulosa y acetan. La produccién de H,O

no es considerada, considerando que se encuentra en un medio acuoso. Los modelos prevalecientes



del crecimiento de la biopelicula consideran que el crecimiento de ésta es funcién de la produccion

de los polimeros extracelulares (y éstos del crecimiento microbiano).

Acido acético

Etanol

Acetan
Gluconacetobacter

entanii.

rosa
Sacaros Celulosa

Biomasa

Figura 3.- Esquema de “caja negra” para el metabolismo de Gluconacetobacter entanii.

El problema que se aborda consiste en trascender el enfoque de caja negra, utilizando el
conocimiento existente de la bioquimica de este género para estructurar un diagrama de la red del
metabolismo integro del microorganismo estudiado y simplificarlo agrupando las reacciones
consideradas, dada la complejidad de la bioquimica del microorganismo que se estudia.

Se concluye esta introduccion con una revision del estado actual de los modelos de

crecimiento microbiano.



El siguiente capitulo incluye una revision del estado actual de la taxonomia de las
bacterias acéticas, asi como de la bioquimica genérica de Gluconacetobacter (Ga) y
especificamente de Ga. xylinus.

Un tercer capitulo muestra las motivaciones de este trabajo y sus objetivos.

Los métodos, equipo y materiales empleados son descritos en un cuarto capitulo.

El capitulo quinto muestra los resultados y su discusion, seguido por las conclusiones que
integran el capitulo sexto. La literatura citada se enlista en el séptimo capitulo.

Se anexa, finalmente, como apéndices alguna informacion que soporta los resultados que

se han discutido.

I.1.- Modelos del crecimiento celular.

Modelos no estructurados.

Hace mas de medio siglo, el microbidlogo francés Jacques Monod (1949) sistematizé las
mediciones de numerosos investigadores previos asi como sus propias mediciones experimentales
sobre el crecimiento bacteriano y propuso dos generalizaciones empiricas:

a) la cantidad de crecimiento de un microorganismo sobre un sustrato es proporcional al

sustrato consumido;
K=— M

segun la notacién original de Monod, (Monod, 1949) K es el coeficiente estequiométrico
(“rendimiento”) biomasa / sustrato, C es la “masa de crecimiento” y S es la masa de sustrato
consumido,

b) la velocidad especifica del crecimiento microbiano es proporcional a una cinética de
saturacion respecto al sustrato limitante, matematicamente igual a la cinética enzimatica descrita por
Leonor Michaelis y Maude Menten en 1913. Siguiendo la misma notacién: R es la velocidad
especifica de crecimiento, K, es la constante de la bio — reaccién de crecimiento, Cy y K son las
concentraciones de sustrato y de “afinidad” o saturacién del mismo sustrato. De esta manera se
sento las bases para sistematizar la estequiometria y la cinética de las bio — reacciones.

R_Cs

R= max 2'
K+Cq &



La expresion (2) describe el comportamiento de practicamente todas las poblaciones
microbianas en las condiciones fijadas por Monod, en cuanto a su naturaleza autocatalitica, y al doble
comportamiento frente a un sustrato limitante: a altas concentraciones del sustrato la velocidad de
crecimiento microbiano es de orden cero, pero a bajas concentraciones muestra una dependencia
lineal de la concentraciéon del sustrato. Pese a que la forma de la expresion de Monod es
matematicamente idéntica a la expresion de cinética de las reacciones enzimaticas de Michaelis y
Menten, hay una diferencia radical. Esta dltima describe el mecanismo de reaccién postulando la
formacion de un complejo enzima-sustrato, y define la maxima velocidad de reaccién enzimatica en
funcién de la maxima concentracion de enzima presente y de la constante de velocidad de la reaccion
mas lenta en ese mecanismo. La constante de concentracion relaciona las constantes de las
velocidades de las reacciones elementales consideradas. No hay tal en la expresiéon de cinética
microbiana (la ecuacién 2), cuyos parametros son completamente empiricos.

La expresion 2 ha sido empleada para describir la cinética de consumo del sustrato limitante,
en términos de la ecuacién 1. Monod observé que R, y K son constantes para un sustrato y un
microorganismo dados. La definicién original de Monod esta planteada en términos de incrementos
o decrementos (de masa microbiana o de sustrato, respectivamente).

Estas observaciones han sido revisadas al describirse los rendimientos como relaciones entre
tasas (tasa de crecimiento/tasa de consumo de sustrato), tanto por el hecho de que la linealidad de la
tasa de consumo de sustrato respecto a la de crecimiento, tienen como limite una tasa de consumo de
sustrato (“de mantenimiento”) a tasas de crecimiento minimas (Herbert, 1960; Pirt, 1973), como en
cuanto a que la observaciéon de Monod se realizé en experimentos en quimiostato (esto es: en estado
estacionario, con una esquema metabolico estable), lo cual no se sostiene para condiciones
cambiantes, como las que se presentan en un proceso por lote (o en un bioproceso en flujo tapon).

La ecuaciéon 2, ademas, no predice los efectos de inhibicién por sustrato o por producto y
esta limitada a describir la cinética en términos de un solo sustrato limitante, lo que es una situacién
limitada a las condiciones de laboratorio y distinta a las que prevalecen en el medio ambiente
(Kovarova-Kovar y Egli, 1998). Se han propuesto diversas modificaciones a la ecuacién 2 para
describir la inhibicién por producto (Bazua y Wilke, 1977) o por sustrato (Thatipamala y col., 1992),
asi como el uso de una doble funcionalidad de Monod. Macias y col. (1996) muestran un ejemplo

para modelar la bio — sintesis de 4acido acético a partir de etanol.
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C, simboliza las concentraciones y K las constantes de saturacion (S) o inhibicién (1), para E,
etanol, A, acido acético y O, oxigeno. Ciertamente es esperable que una expresion cinética con siete
parametros se ajuste bien a los datos experimentales.

La ecuacién 3 parece mostrar los limites a los que se puede llegar en la modificacion a la
ecuacion 2. La ecuacién emplea una triple funcionalidad de Monod, con términos de inhibicién por
sustrato y por producto. Para describir el metabolismo de nuestro interés se requerirfa ademas
describir la cinética del crecimiento con respecto a las hexosas (glucosa y fructosa). Resulta dificil
pensar en una cuadruple funcionalidad de Monod. De aqui, la necesidad de emplear modelos

estructurados.

Modelos estructurados.

El modelamiento actual de los biorreactores hace énfasis en la heterogeneidad inherente de la
distribucién de material en los grandes reactores de cultivo sumergido (Lubbert, 2000, Reuss, 2001).
Las células que crecen en estos biorreactores experimentaran entornos diferentes de una manera
aleatoria. Un caso extremo de heterogeneidad del medio es el del bio — reactor de estado soélido. Para
modelar la respuesta de la poblacién celular en estas condiciones, los modelos estructurados simples
ofrecen una alternativa a los modelos no estructurados, de “caja negra”, como el de Monod, en los
que la biomasa se caracteriza sélo por su cantidad.

Los modelos de la estructura de la biomasa se enfocan en dos vertientes: estructuracion de la
poblacién (por edad o morfologia, Nielsen, 1994) o estructura de la célula en su interior.

Si bien se han presentado modelos detallados de la célula, el numero de parametros
necesarios para su descripciéon conduce a problemas experimentales grandes para su resolucion. Un
modelo celular de estructura simple sirve mejor al objetivo del trabajo que se discute.

Los modelos estructurados simples han sido revisados en las dos décadas pasadas (Roels,

1983; Nielsen y Villadsen, 1992; Bellgardt, 2000, Nielsen y col., 2003). Se pueden considerar como



extensiones de los modelos no estructurados en los cuales la poblacién celular y su composicién
pertinente se describen por hasta cinco parametros que puedan ser medidos experimentalmente. Los
modelos estructurados simples consideran que la composicion de la biomasa puede agruparse en dos
compartimentos empiricamente definidos con funciones diferenciadas (por ejemplo, maquinaria
celular y estructura celular, o compartimentos “activos” e “inactivos”). De una manera general
pueden separarse en modelos wecanisticos y cibernéticos.

Los primeros hacen énfasis en las reacciones enzimaticas y las rutas metabdlicas. Estas
ultimas se agrupan en unos pocos compartimentos, y la masa celular se considera como la suma total
de los compartimentos, cada uno de los cuales de describe segin su estequiometria “agrupada” y por
su cinética (empirica). Los modelos simples pueden ser resueltos mediante el enfoque del estado
estacionario de los metabolitos intracelulares, esto es: el funcionamiento del metabolismo en estado
cuasi-estacionario.

Los modelos cibernéticos emplean un enfoque teleonémico: las células se conciben como
estrategas Optimos y el crecimiento se describe mediante la estequiometria agrupada, un criterio
cibernético (l6gico) y la cinética (empirica). Los modelos cibernéticos permiten describir los
mecanismos de control genético y no estan restringidos a la consideracién del estado estacionario de
los metabolitos intracelulares. Por ende, pueden describir los fenémenos dinamicos del metabolismo.

El modelamiento de la célula recientemente ha tenido un desarrollo a partir del concepto de
la biologfa de sistemas (Moxley y col., 2004, y Schaefer y Futran, 2004). La tradicién de realizar
experimentos sobre una hipétesis (aislando el sistema experimental alrededor de un gen, una enzima
y algunos sustratos o metabolitos) ha recibido el impulso de las nuevas técnicas analiticas y de
procesamiento de informaciéon que permiten obtener con rapidez numerosos datos, ha conducido al
nuevo enfoque sistematico, que busca integrar las interacciones entre diversos tipos de moléculas
intracelulares (asi como de las moléculas de un mismo tipo entre si).

Este enfoque intenta modelar el flujo de masa, energia e informacion entre los siguientes tipos de
moléculas:

los acidos desoxiribonucléicos y ribonucléicos que materializan la informacion genética, lo
que se conoce como genoma,

las moléculas de esta misma especie de menor tamafo y que forman el tRNA y rRNA, que

portan la informacién genética, conocidos genéricamente como el transcriptoma;



las proteinas cuya estructura esta codificada en el transcriptoma y cuya actividad catalitica es
especifica que constituyen las enzimas asf como otras proteinas con otras funciones, colectivamente
denominadas proteoma, y

las pequefas y medianas moléculas que son el sustrato o el producto de las enzimas y que
materializan el flujo de masa y energfa del metabolismo celular y que integran el metaboloma.

Las concentraciones de ciertos metabolitos constituyen sefiales que portan informaciéon que
se procesa en el genoma y en el transcriptoma, ocasionando cambios en el proteoma y, por

consecuencia, una composicion diferente en el metaboloma.



II.- Estado actual de la taxonomia y la bioquimica de
Gluconacetobacter spp.

I1.1 La taxonomia de las bacterias acéticas

Las bacterias que producen acido acético por la oxidacion parcial del etanol fueron estudiadas
por Pasteur en 1885. La presencia de bacterias formadoras de acido acético, capaces de crecer sobre
glucosa formando una pelicula gruesa en la parte superior de cultivos estaticos, fue observada por
Hansen y Jorgensen en 1943.

Hace quince afios se reconocia dos géneros para las bacterias del acido acético: Acetobacter
Beijerink, 1898 y Gluconobacter Asai, 1935 (Swings, 1992). En 1989 Urakami y col. describieron una
especie capaz de oxidar el metanol y propusieron al género Acidomonas para clasificarla, en tanto que
Yamada y col. (2000) propusieron transferir varias cepas previamente clasificadas como Acetobacter asi
como varias nuevas especies a un nuevo género nombrado Gluconacetobacter,. Finalmente Lisdiyanti y
col. (2002) describieron varias nuevas especies de bacterias acéticas y propusieron el género Kozakia
para su taxonomia. El establecimiento de estos tres dltimos géneros se baso en la nueva informacion
filogenética disponible con el analisis de secuencias de bases nucleotidicas en los genes 16S.
Previamente Caggia y Giudici (1996) delinearon las dificultades para la taxonomia de las bacterias
acéticas y Trcek y Teuber (2002) hicieron énfasis en los problemas para clasificar a las cepas sélo
sobre la base de las caracteristicas fenotipicas, (por ejemplo la presencia de mutantes espontaneas no
productoras de celulosa con Gluconacetobacter xylinus). Estos dltimos autores, Schiller y col. (2000), y
Franke-Whittle y col (2005) proponen nuevos arboles filogenéticos para la familia Acetobacteraceae,
basados en las similaridades en las secuencias de los genes 16S y en el comportamiento bioquimico.

De esta familia, Gluconacetobacter es el género mas numeroso, y muestra la mayor variedad de
capacidades fisiol6gicas como:

produccion de acidos organicos,

fijacién de nitrégeno,

sintesis de polimeros de carbohidratos,

entre otras.

Los habitats para estas especies incluyen frutas, zumos y soluciones alcoholicas, el
comensalismo con insectos asi como la simbiosis con especies vegetales (Franke-Whittle y col., 2005;

Lisdiyanti y col., 2002; Yamada y col., 2000).
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I1.2. El metabolismo de Gluconacetobacter spp.

La busqueda bibliografica sobre la familia Acefobacteraceae, mostré la diversidad metabdlica de
estas bacterias en cuanto a la variedad de fuentes de carbono sobre las que pueden crecer y la
diversidad de metabolitos terminales que bio sintetizan, aparejada a la similitud de las vias centrales de su
metabolismo; a saber:

oxidacién periplasmica de alcoholes o poli alcoholes por la presencia de quino proteinas con
actividad de 6xido-reduccién;

ciclo de Krebs incompleto operando a través de la desviacion del glioxilato;

gluconeogenesis a partir de piruvato proveniente del oxaloacetato del ciclo de Krebs;

presencia del ciclo de las fosfoceto- y fosfoaldolasas;

carencia de fosfohexocinasa y la consecuente ausencia de la ruta de Embden-Meyerhof-
Parnas;

desasimilacion de la glucosa a través de la ruta de la pentosa fosfato;

habilidad de polimerizar hexosas hacia celulosa y otros polimeros hidrofilicos.

El metabolismo de las especies de interés industrial (Acetobacter acetr, Gluconacetobacter enropaeus,
Gluconacetobacter hansenii, y Gluconacetobacter xylinus, entre otras) ha sido estudiado y la descripcion de
sus variadas capacidades metabodlicas esta dispersa en comunicaciones durante sesenta afios en
numerosas revistas cientificas, pero se tiene muy escasa informacién respecto al metabolismo de las
especies mas recientemente clasificadas. Aun mas, la informacién sobre la bioquimica de
Gluconoacetobacter spp. se enfoca sobre la parte directamente involucrada con el metabolito de interés
(acido acético, nitrégeno reducido, celulosa, oxidaciones parciales, etc.).

Sin embargo, es aparente que varios rasgos bioquimicos son compartidos por diferentes
miembros del género y aun de la familia, por ejemplo:

la formacién de una pelicula compuesta de celulosa (Jannson y col., 1993; Toda
y col.,, 1997), para Gluconacetobacter xylinus; (Yong Jung y col., 2005); para Gluconacetobacter
hanseniiy y este trabajo para Gluconacetobacter entanii),

la formacién de una pelicula compuesta por polisacaridos hidrofilicos
(Kornmann y col., 2003a), para Gluconacetobacter. xylinus, (Fuentes-Ramirez y col., 2001) para
Gluconacetobacter diazotrophicus; (Deeraksa y col., 2002) para A. tropicalis; (Moonmangmee y col.,

2005), para Acetobacter spp y este trabajo para Gluconacetobacter entani,
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pérdida espontanea de la capacidad de formar celulosa (Krystynowicz y col,

2005) para A. (Gluconacetobacter) xylinus; (Yong Jung y col., 2005), para Gluconacetobacter hanseni,

(Schiiller y col., 2000) identifica a Gluconacetobacter entanii e informa la carencia de produccion

de celulosa en un fermentador industrial y nosotros encontramos que esta especie produce

celulosa;
prevalencia de la oxidacién parcial de etanol, dioles y azuicares.

Todo ello sugiere que las especies de este género comparten las rutas centrales del
metabolismo.

Consideramos que algunos de los informes en la literatura sobre A. xylinum (Gluconacetobacter
xylinus) pueden haber sido realizados respecto a taxa que sélo en los ultimos afios han sido
reclasificados, ademas de que los arboles filogenéticos mas recientemente publicados (Fuentes
Ramirez y col., 2001; Schiller y col., 2000), muestran una gran cercania genética. Por ello y ante la
carencia de informacién sobre el metabolismo de Gluconacetobacter entanii, usaremos la informacioén
existente sobre Acetobacter xylinum (Gluconacetobacter xylinus) como representativa del metabolismo del

microorganismo objeto de este estudio.

I1.3 El metabolismo de Gluconacetobacter xylinus.

A continuacién se describe las principales rutas catabolicas de Gluconacetobacter xylinus 'y su
relacién con las rutas del metabolismo central de este microorganismo. También se describe las rutas

de sintesis del acetan y de la celulosa y se discute el metabolismo energético.

Catabolismo del Etanol.

Como se esquematiza en la Figura 4, el etanol es transportado activamente al interior de la
célula mediante su oxidacién por la alcoholdeshidrogenasa (ADHT7), una quinoproteina situada en la
membrana celular. El grupo prostético de esta enzima es la pirroloquinolin-quinona (PQQ) que se
reduce (PQQH,) al oxidar el etanol a acetaldehido. Una segunda oxidacién por una enzima muy
semejante (la aldehido-deshidrogenasa, ADHZ, que también tiene como cofactor a la PQQ) oxida el
acetaldehido a 4cido acético en el periplasma (Matsushita y col., 1992).

Parte del acido acético es liberado al medio circundante, pero parte alimenta al reservorio del

acetato intracelular, el cual tiene dos rutas: puede ser excretado al medio circundante (Matsushita y
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col.; 2005) o puede ser esterificado con el ATP, lo que conduce a la sintesis de acetil-Coenzima A

(Wolfe, 2005).

La acetil-Coenzima A es el compuesto que da entrada al Ciclo de las Acidos Tricarboxilicos
(CAT), que es una ruta metabdlica que permite la sintesis de varios de los doce compuestos

precursores comunes del anabolismo celular que se mencionaran en el apartado correspondiente.

Etanol
POQ Alcohol — y Aldehido-
deshidrogenasa
POOH,

Acetato cinasa

ADP
Acil-Fosfato

V COA

Acetil Coenzima A

Acetil-Coenzima A sintetasa

Citrato sintasa G luconeovenesis
A

CoO,
Isocitrato ligasa TP ADP
) > i Fosfo enol
Oxalo Acetato Piruvato

piruvato

Piruvato P Dicinasa

Figura 4.- Esquema del catabolismo del etanol y de sus ligas con el ciclo de los acidos
tricarboxilicos (por la desviacion del glioxilato) y con la gluconeogenesis en Gluconacetobacter spp. Se
incluyen algunas de las enzimas clave. CoA simboliza la Coenzima A, y CAT representa la cadena
ciclica de reacciones de los acidos tricarboxilicos. Los demas simbolos como en el cuerpo del texto.

13



Las bacterias acéticas carecen de la enzima succinato-deshidrogenasa constitutiva (lo que
explica su incapacidad para mineralizar al acetato), y la dotacién de isocitrato-ligasa regula que el
CAT opere a través de la desviacion del glioxilato con produccion de oxalo-acetato. (Wolfe, 2005).
Este es descarboxilado a piruvato, y el piruvato reacciona con el ATP, formando fosfo-enol piruvato
(PEP). Con produccién de NADH y consumo de ATP, éste dltimo se oxida a 3-fosfo glicerato,

precursor de la Gluconeogenesis.

Catabolismo de la sacarosa, la fructosa y la glucosa.

El microorganismo puede catabolizar a la sacarosa, la glucosa y la fructosa. La sacarosa es
hidrolizada en el periplasma a glucosa y fructosa, como se muestra en la Figura 5. La glucosa es
transportada activamente por una fosfohexocinasa (HPK por su nombre en inglés), con formacion
paralela de la glucosa 6-fosfato (GO6P) y consumo de una molécula de ATP. La fructosa es
incorporada a la célula mediante la induccién del complejo enzimatico “sistema de la fosfo
transferasa” (PTS), que conjuga a la fructosa que cruza la membrana celular con el fosfo enol-
piruvato (PEP), fosforilando la hexosa a fructosa 6-fosfato (F6P) con formaciéon de piruvato
(Benziman y Palgi, 1970). El piruvato puede regenerarse como PEP con consumo de ATP. La F6P
es isomerizada reversiblemente a GOP. Debido a la libre convertibilidad entre la G6P y la FOP y a que
netamente la incorporaciéon de una molécula de hexosa consuma una molécula de ATP, en lo
siguiente ambas hexosas 6-fosfato se consideran simplemente como “GG6P”.

Este género carece de una fosfofructocinasa, por lo que ni la glucosa ni la fructosa pueden
catabolizarse via la ruta Embden-Meyerhof-Parnas. Su catabolismo es pues aerobio.

La GOP puede alimentar la ruta de las fosfo-aldolasas o de las fosfo-cetolasas (PK), que
resulta en la hidrdlisis de estos precursores a acetato y eritrosa 4-fosfato (E4P). La E4P puede unirse
a la GOP produciendo seduheptulosa 7-fosfato (S7P) y gliceraldehido 3-fosfato (G3P). La reaccion de
la S7P con el G3P conduce a la sintesis de dos moléculas de ribosa 5-fosfato (R5P). La R5P puede
descomponerse en acetil-fosfato y G3P. Esta dltima reaccion liga el catabolismo de las hexosas con
el del etanol.

En resumen GOP puede producir acetato y ribosa 5-fosfato mas gliceraldehido 3-fosfato

(Parés y Juarez, 1994). La GOP también puede seguir la ruta de la pentosa-fosfato (PP) que implica la
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oxidacién a acido fosfo-gluconico, con generacion de NADH, y la descarboxilaciéon de éste a ribosa

5-fosfato (R5P) (Moat y col., 2002; Wolte, 2005).

Sacarosa
Invertasa
Fructosa Glucosa
i ATP Hexosa fosfocinasa
PEP
ADP Fosfo transferasas
\b ADP
ATP Pir
L P DP
A v j
FoP « » GG6P » Celulosa
Fosfo hexosa isomerasa Complejo glucan sintasa
Fosfoceto- y NAD
fosfo aldo-lasa
PK NADH>
v
v Gu6P Acetan
Acetato

Figura 5.- Esquema de las reacciones del catabolismo de la sacarosa en Gluconacetobacter spp y
algunas de las enzimas involucradas. F6P y GOP, son la fructosa 6 fosfato y la glucosa 6 fosfato,
respectivamente. Gu6P es el acido glucurénico 6 fosfato y PK representa la serie de reacciones de las
enzimas fosfo ceto- y fosfoaldolasas.

La oxidacién de la glucosa en el periplasma es catalizada por la glicerol-deshidrogenasa, una
quinoproteina que también emplea a la PQQ como cofactor (Matsushita y col.,, 2003, Chavez-
Pacheco y col., 2005), liberando acido glucénico al liquido del entorno. Esta caracteristica de
Gluconacetobacter xylinus, no es compartida por Gluconacetobacter entanii cuyas células no oxidan la

glucosa a glucénico en el periplasma (Schiiller y col., 2000).
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Sintesis de la Celulosa y el Acetan.

La GO6P es empleada como iniciadora de la sintesis de celulosa por el complejo enzimatico de
la glucan-sintasa (GSEC), que se encuentra distribuido axialmente en la membrana celular y que
implica la unién de la GOP con uridil-pirofosfato como paso previo a la incorporacion de la glucosa a
una cadena de glucana (Ver Figura 6; Tonouchi y col. 1996; Han y Robyt, 1998). La celulosa asi

sintetizada es excretada por poros en la membrana, pero no es liberada al medio.

UDPG —— > Celulosa

ATP UGP
Sacarosa G-6P
UDP-G UDP-GO
UGP ;
PEP NADH,
TGP
Pir
E6 TDP-G — TDP-Rh

P

G-6P
M-1P

GDPM
UGP

Acetan
Figura 6.- Esquema de las reacciones de sintesis de celulosa y acetan a partir de la sacarosa.
UGP es el uridil glucosa fosfato y TGP el timidil glucosa fosfato. M1P es la manosa 1 fosfato y
TDP-Rh es la rhamnosa timidil difosfato, UDPGo es el acido glucurénico uridil difosfato. Las
flechas gruesas no indican reaccién, sino el proceso de ensamble del monémero del acetan (De
Kornmann, 2003a).
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Otro complejo enzimatico convierte la GOP en manosa 6-fosfato (M6P), oxida otra molécula
a acido glucurénico (Gu6P); una tercera molécula se une a la MOP, al Gu6P y a la rhamnosa 6-fosfato
(ROP) para constituir el monémero del acetin, un polimero hidrofilico caracteristico de

Gluconacetobacter xylinus. La ROP es isomerizada a partir de F6P. (Ishida y col., 2003). (Figura 06).

Anabolismo de la biomasa.

Las mayores variaciones en la composicion atémica de la masa celular microbiana se deben a
cambios en las condiciones de cultivo, antes que a diferencias entre las especies. Los libros de texto
(Bailey y Ollis, 19806; Blanch y Clark, 1997) reproducen las tablas que tanto Atkinson (1983) como
Roels (1983) recopilaron sobre esta composicion. Su consulta permite observar que la composicion
atémica por dtomo de carbono de las células de diversas especies (bacterias, levaduras y hongos), fluctia
para el hidrégeno entre 1.55 y 2 atomos, para el oxigeno de 0.43 a 0.56 y para el nitrégeno de 0.1 a
0.24. La composicion atémica promedio puede ser escrita como sigue: CH,.;0,;N,,, (Cortassa y col.,
2002; De Faveri, 2003).

Se ha encontrado que doce compuestos son los cominmente empleados para sintetizar todas
las moléculas de la célula microbiana. Estos compuestos son: /a acetil Coenzima A, la glncosa 6-fosfato, la
[fructosa G-fosfato, la ribosa 5-fosfato, la eritrosa 4-fosfato, el gliceraldehido 3-fosfato, el dcido 3 fosfoglicérico, el Ou-ceto
Zlutarato, la succinil Coenzima A, el oxalo-acetato, el pirmvato y el fosfo enol-pirnvato. La descripcion
antecedente de las rutas catabodlicas ha sefialado como éstas desembocan en la sintesis de la mayoria

de estos precursores del crecimiento. De una manera harto simplificada se puede decir que:

acetil Coenzima A+ glucosa 6-fosfato+ fructosa 6-fosfato+ ribosa 5-fosfato+ eritrosa 4-
fosfato+1 gliceraldehido 3-fosfato+ acido 3 fosfoglicérico+ oa-ceto glutarato+ succinil Coenzima A+

oxaloacetato+ piruvato +1 fosfo enol-piruvato = CH,.;O,;N,
El enfoque implicito en esta simplificacion es el de agrupamiento de las biorreaciones, lo que

sera empleado para establecer la red de biorreaciones agrupadas del metabolismo integro de

Gluconacetobacter xylinus.
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Metabolismo energético.

Las reacciones del catabolismo y el anabolismo, resumidas en los parrafos anteriores,
requieren del concurso de varios cofactores: el PQQ, el NAD, el NADP (y sus formas reducidas) y el
ATP, entre varios otros. Todos ellos deben ser regenerados, por reoxidacion (NADH, NADPH vy
PQQH,) o por fosforilacion del ADP, en el caso del ATP. Lo primero se logra por la transferencia
de electrones al oxigeno a través de la cadena respiratoria formada por un conjunto de metabolitos
con capacidad de 6xido-reduccion. Por cada electrén cedido al oxigeno, se produce la traslocacion de
un protén al periplasma. Esta expulsion de protones, segin la teorfa quimiosmotica, genera un
gradiente quimico y un potencial de 6xido-reduccion transmembrana. Este gradiente impulsa a un
complejo enzimatico de ATP-hidrolasa con el resultado de la sintesis de ATP. Si bien se trata de dos
conjuntos de reacciones diferentes, realizados por sistemas enzimaticos distintos, al conjunto de
todas se le denomina como Fosforilacion oxidativa. En este caso NADH y PQQH, compiten por el
oxigeno. La PQQH, y el NADH se distinguen por ceder sus electrones directamente a la ubiquinona
9 0 ala ubiquinona 10 (Matsushita y col., 1991; Chavez-Pacheco y col., 2005). E1 NADPH se reoxida
cambiando electrones con el NAD. Por ello, en lo siguiente se analiza sélo las concentraciones de
NAD y de PQQ y de sus formas reducidas.

La relacion entre el flux de protones asociados a la reoxidaciéon de PQQ y NAD vy su retorno
a través del complejo ATP hidrolasa, establece un parametro estequiométrico importante para la bio—
energética celular, el “Coeficiente P/O” (“P/O”, los moles de ATP que son efectivamente

sintetizados por atomo de oxigeno reducido).

El aporte de este trabajo reside en emplear toda esta informacién para estructurar un modelo
simple de algunos intermediarios clave del metabolismo en estado estacionario de las células de
Gluconacetobacter entanii, a nivel del metaboloma (esto es, considerando sélo las reacciones entre las
moléculas que integran el flujo de masa y energfa, pero sin considerar los fenémenos dinamicos que

resultan del control genético).
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II1.- Motivaciones y Objetivos.

Motivaciones

La  bioguimica del género Gluconcetobacter ha sido objeto de atencion por algunos

investigadores contempordneos, pero no se ha descrito su metabolismo integral. De hecho, algunos
investigadores sostienen que el catabolismo del etanol y el de las hexosas es independiente.

E/ metabolismo de Gluconacetobacter entani conduce a la sintesis de dos  productos

comercialmente importantes (el vinagre y la celulosa bacteriana) y a un tercero (los polimeros
hidrofilicos) de uso potencial en la industria de alimentos.

Con la celulosa y el polimero, la bacteria produce una biopelicula. Un modelo estequiomiétrico
del metabolismo puede ser una herramienta itil para desarrollar el modelamiento del crecimiento de

las biopeliculas.

Objetivo General:

Describir el metabolismo de Gluconacetobacter entanii empleando un modelo estructurado

basado en los fundamentos de su bioguinica.

Objetivos especificos:

Estructurar un modelo estequiométrico de crecimiento celular con los fundamentos bioguiniicos

del metabolismo de Gluconacetobacter entanii

Validar experimentalmente el modelo estequiomeétrico celular estructurado.
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IV.- Materiales y métodos.

IV.1. El sistema experimental.

Para calcular las velocidades de consumo y producciéon para los sustratos y metabolitos mas
significativos en el microorganismo modelo, se realizaron experimentos en un reactor operado
continuamente y en estados transitorio en reactores por lote. Se emplearon como reactores frascos
de vidrio refractario de 2 L. de capacidad total.

El estudio involucra el analisis del metabolismo de un microorganismo productor activo de
polimeros extracelulares que no se desprenden de la célula, sino que la envuelven, por lo que
consistié en la estimacién de velocidades de producciéon y consumo en modo continuo en
reactores con fléculos de biopelicula en suspension, lo que es considerado para la estimacion de
las tasas de las diversas reacciones que se consideraron.

Para acercarse a las condiciones metabdlicas de agotamiento de una u otra de las principales
fuentes de carbono (hexosas o etanol) se realizaron experimentos en reactores continuos con medio
de cultivo carente de etanol, o carente de hexosas, ademas de los experimentos con un medio con
ambos sustratos. En todos los casos se alimenté acido acético y se conservaron las condiciones de
alimentacion, agitacion, aireaciéon y temperatura constantes durante un lapso igual a tres veces el
tiempo de residencia hidraulica, antes de tomar las muestras de ese experimento.

Se realizé los experimentos de modo intermitente por triplicado, creciendo en medio con

ambos sustratos, como se detalla mis adelante.
IV.2. El microorganismo, su identificacién y su conservacion.
IV.2.a Identificacion.

El microorganismo fue aislado de un cultivo doméstico de “madre” del vinagre. Se
caracteriz6 preliminarmente siguiendo los criterios del manual Bergey’s (Swings, 1992), como
Gluconacetobacter xylinus (Acetobacter xylinum previamente) por ser capaz de crecer en el medio de
Hoyer, crecer sobre etanol pero no sobre acetato solamente, ser Gram — negativo, aerébico y capaz
de producir una pelicula en la superficie de cultivos en medio liquido. El analisis de su secuencia

genética se realizé en el Laboratorio de Microbiologia General de la Escuela Nacional de Ciencias
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Biolégicas por la estudiante de doctorado Eneida Campos Guzman, bajo la supervision del Dr. César

Hugo Hernandez Rodriguez.

Extraccion de DNA de las cepas.

La extraccion de DNA de la bacteria se inicié con cultivos en fase logaritmica de acuerdo con
un protocolo previamente descrito (Cullen y Hirsh, 1998). La concentracién del DNA y su pureza se
estimaron por espectrofotometria a A260 nm y calculando la proporcién A260/A280 nm. Un
relacion A260/A280 nm de 1.8 a 2.1 fue considerado apropiado para llevar a cabo los

procedimientos basados en la reacciéon de polimerasa en cadena (PCR).

Amplificacién de los genes 16S rDNA bacterianos.

Los fragmentos de los genes 16S rRNA de cada una de las muestras fueron amplificadas por
PCR usando los oligonucleétidos universales para bacterias sentido 8FPL (5-GCG GAT CCG CGG
CCG CTG CAG AGT TTG-3) y antisentido 1492RPL (5-GGC TCG AGC GGC CGC CCG
GGT TAC CTT-3’). La mezcla de reacciéon contenfa 100 ng de DNA genémico; cada uno de los
iniciadores apropiados a 0.8 pM; cada uno de los dNTPs a una concentracién de 800 pM; MgCl 2.5
mM; y Taq DNA polimerasa (0.1 U) en el regulador para la PCR proporcionado por el fabricante
(1X) (Invitrogen Life Technologies). Las condiciones de amplificacién incluyeron un paso de
desnaturalizacién por 5 min a 92°C seguido de 35 ciclos consistentes de 1 min a 92°C, 1 min a 53°C,
25 min a 72°C, y 10 min a 72°C. El tamano esperado del amplificado fue de 1500 pb
aproximadamente. Todas las PCR se llevaron a cabo en un termociclador Gene Amp® PCR System
9700 (Applied Biosystems, Foster City). Una muestra de 5 a 10 pL. de cada producto se analiz6 por
electroforesis en geles de agarosa con regulador TAE 1X a 80 V durante 40 min.

La purificacién de los productos de PCR a partir de agarosa se llevé a cabo con el QIAquick

Gel Extraction Kit (Qiagen Inc., Valencia, California).
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Secuenciacion de DNA.

La secuenciacién de los productos de la PCR purificados se realizé de manera directa usando
los oligonucle6tidos 8FPL y 1492RPL. Las secuencias fueron determinadas con el “ABI PRISM 310
genetic analyzer” (Applied Biosystems, Foster City, Calif.). (Ver Apéndice 1).

Identificacion molecular

En todas las secuencias obtenidas se indagd que no fuesen el producto de quimeras con el
programa  en  linea ~ CHIMERA-CHECK de la  bases de datos RDP-II

(http://35.8.164.52/cgis/chimera.cgi?su=SSU ). Las secuencias parciales fueron sujetas a una

busqueda con el programa en linea BLAST version 2.2.3 (Altschul y col. 1990) y con ayuda de los
programas de la base de datos RDP Analysis Tools of Ribosomal Database Project-II Release 9

(http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp ) para buscar la jerarquia taxondémica. Los alinamientos multiples
fueron llevados a cabo con CLUSTAL X (Thompson y col. 1997) seleccionando secuencias
emparentadas depositadas en GeneBank del National Center for Biotechnology Information-
Taxonomy Homepage (TaxBrowser) y la base de datos ribosomales de la base de datos de
Ribosomal Database Project-1I. Los porcentajes de similitud nucleotidica se calcularon con ayuda del
programa MEGA v. 3.1 (Kumar y col. 2001). La secuencia mas cercana fue utilizada para asignar el
nivel taxonémico de las secuencias problema. Asi los porcentajes de similitud entre la secuencia
problema y la secuencia mas préxima para definir a nivel de genero y especie fueron 95% y 97.5%
respectivamente (Rosello-Mora y col. 2001). Las secuencias con porcentajes de similitud menores a

95% fueron asignados a nivel de la familia mas cercana.

IV.2.b Conservacion.

El microorganismo se conservo en crecimiento en biopelicula haciendo transferencias a

matraces de 250 mL con medio liquido. Se incub los cultivos sin agitacién en una estufa a 30 °C.
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El medio de cultivo estandar tiene la siguiente composicion que resulta en un pH de ~ 3.5.

(Sokollek, 1997):

Fosfato de Amonio Dibasico 24 ¢/L
Sulfato de Amonio 0.3 g/L
Sulfato de Magnesio Heptahidratado 0.1 ¢g/L
Sacarosa 40.0 g/L
Extracto de levadura 10.0 g/L
Peptona de Caseina 10.0 g¢/L
Acido Acético 10.0 g/L
Etanol 20.0 g/LL

La composiciéon del medio de cultivo en los experimentos en el reactor continuo fue una

variable. De manera sintética se muestra esta composicion en g/L, en la Tabla 1.

Tabla I- Composicion (g/L) de los diversos medios de cultivo empleados en los
experimentos en proceso continuo.

Componente (g/L) Medio Estandar Medio Hexosas | Medio Etanol
Fosfato de Amonio Dibasico 2.4 2.4 2.4
Sulfato de Amonio 0.3 0.3 0.3
Sulfato de Magnesio 0.1 0.1 0.1
Sacarosa 40.0 40.0 --
Extracto de levadura 10.0 10.0 10.0
Peptona de Caseina 10.0 10.0 10.0
Acido Acético 10.0 10.0 10.0
Etanol 20.0 - 20.0
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IV.3 Métodos analiticos.

Manejo de las muestras.

Las muestras representativas de cada experimento se vertieron en criotubos con tapa roscada
e inmediatamente se sumergieron en nitrégeno liquido, antes de colectarse en una bolsa de plastico
identificada y conservarse en un congelador a — 4°C en el propio laboratorio hasta su procesamiento

al finalizar cada serie de experimentos.

Metabolitos extracelulares.

Los metabolitos extracelulares (etanol, glucosa y fructosa, polimero hidrofilico) se encuentran
disueltos en el medio acuoso, o en suspension en €l (celulosa y biomasa). Cada muestra se centrifugd
durante 15 minutos a 5 000 rpm y una alicuota del sobrenadante se diluyé diez veces. La muestra
diluida se someti6 a sonicaciéon en un bafio (Aquasonic, Modelo 150D de VDW Scientific Products)
durante 15 minutos a un nivel de generacién de vibraciones de 9 para desgasificarla. Las muestras
diluidas y desgasificadas se filtraron a través de membranas filtrantes (Acrodisc con membrana
Versapor de .45 p de diametro de poro) previo a su inyeccion en un Cromatégrafo de Liquidos de
Alta Resoluciéon (Perkin Elmer 200 con detectores de indice de refraccion S200 y ultravioleta 785A y
una columna Sphen 10 RP-18, a temperatura ambiente). Se emple6 como fase mévil una solucién 1

mM de H,SO, a 0.7 mL./min.

Analitos solubles.

El alcohol etilico, el acido acético y las hexosas son especies quimicas con una gran
solubilidad en agua. Una dilucién 1:10 permitié que la concentracioén de los analitos en el medio de
cultivo estuviera en el rango de sensibilidad del método desarrollado. Se detectaron los tiempos de
retencion en la columna para el acido acético, el etanol y las hexosas (glucosa y fructosa en un solo
pico) cuya concentracion se calculd calibrando contra el area de los picos de mezclas de estandares
analiticos de los mismos compuestos. Las sefiales mas distintivas se obtuvieron con el detector de

UV para el etanol y el acético y en el detector de indice de refraccion para las hexosas.
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El oxigeno se midi6 con el electrodo sensor en el mosto a la salida del bio — reactor después
de haber calibrado como referencia la saturaciéon del mosto con aire a la presion atmosférica después
de 30 minutos de aspersion.

El microorganismo también produce un polimero hidrofilico, cuya medicién gravimétrica
se describe en el siguiente apartado. Este es un polisacarido que precipita en presencia de etanol

absoluto.

Analitos en suspension.

Las especies quimicas conservadas que se encuentran en suspensiéon son la celulosa y la
propia masa celular o biomasa. La celulosa es insoluble en agua y, obviedad aparte, también los son
las células microbianas.

Una muestra en un tubo Eppendorf se centrifugé a 5 000 rpm durante 15 min. El
sobrenadante contuvo al polisacarido hidrofilico y se vertié a un recipiente con dos volumenes de
etanol absoluto, lo que result6 en su precipitaciéon. La mezcla se filtré a través de una membrana de
Nylon a peso constante y conocido. La membrana se secé en un horno de microondas durante 15
minutos a 15 % de la potencia. (Schulze, 1998). La diferencia en peso se consideré como la masa de
polimero hidrofilico.

El paquete celular de la misma muestra se resuspendio en agua y se filtré en una membrana
de celulosa a peso constante y conocido. La membrana en seguida fue secada durante 15 minutos a
15 % de potencia en un horno de microondas. La diferencia en peso se consideré como las células
mas su celulosa adherida.

Otra muestra fue centrifugada durante 15 minutos a 5 000 rpm y al paquete celular (una vez
desechado ese sobrenadante) se le afiadié una soluciéon de NaOH 2N, reponiendo el volumen del
sobrenadante desechado, y se calenté durante 15 minutos a 65 °C (Yong Jung, 2005). El contenido
del tubo Eppendorf se centrifugd dos veces, desechando el sobrenadante y el paquete celular de la
segunda centrifugacién se resuspendié en agua para filtrarse en una membrana de celulosa a peso
constante y conocido. La diferencia en peso se consideré como la celulosa.

A una muestra tratada asi se le ensay6 para medir su concentracion de nitrégeno amoniacal y
se encontrd que no habia una cantidad medible. Por ello se concluyé que el tratamiento alcalino y

térmico efectivamente solubilizé el material intracelular.
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Se calcul6 la biomasa por diferencia entre los pesos de la muestra de celulosa mas células,
menos el de la celulosa tras la hidrélisis alcalina de la biomasa.

Por su parte la celulosa fue identificada por una prueba cualitativa. Una muestra de la
celulosa del cultivo fue lavada por centrifugaciéon. A una porcioén pequefa se le afiadié tres gotas de
acido fosforico en un tubo de ensaye tapado con un papel filtro humedecido con acetato de anilina.
La muestra fue carbonizada observando una coloracién rosa desarrollada en el papel filtro.

(Odegaard, 2000).

Metabolitos intracelulares.

Se midieron tres metabolitos intracelulares clave para la descripcién del metabolismo
estructurado: el Adenosin Trifosfato (ATP), el Nicotin Adenosin Dinucle6tido (NAD) y la Pirrolo
quinolin quinona (PQQ). Para ello se concentré la biomasa mediante la centrifugaciéon de hasta 6 mL
del medio de cultivo en un mismo tubo Eppendorf. El paquete con la biomasa se resuspendi6 en 1
mL de agua y se le afladieron 9 mL de reactivo TRIS-EDTA. En seguida se llevé a un bafio de agua a
ebullicién durante 10 minutos e inmediatamente a un bafio de agua a 4 °C (Gikas y Livingston,
1998). Una muestra tratada asi se empleé para medir el ATP por un ensayo enzimatico y otra para
medir NAD y PQQ por espectrofotometria de barrido (Rodriguez-Carranza, 2004; Gonzalez-
Higuera, 2004).

El ATP fue medido empleando un paquete enzimatico con el complejo proteinico de la
luciferina (una proteina que emite fotones al oxidarse) y la Luciferasa (que es la enzima que oxida a la
Luciferina) (Gikas, 1998). La luciferasa requiere de ATP como cofactor y por ende, en un sistema
estandarizado la cantidad de fotones emitidos es proporcional al ATP presente. La medicién
luminica se realizé en un luminémetro “Triathler Multilabel Tester”. El calculo de la cantidad de
ATP se realiz6 empleando una curva de calibraciéon previamente establecida (Fernandez-Sandoval,
2004).

Para la deteccion de PQQ en un espectrémetro de barrido (de 190 a 600nm) con detector de
UV-VIS, se preparé una dilucién del medio de cultivo que fue ensayada y a la que se le afiadieron
hasta 8 cantidades diversas de una solucién de PQQ), todas las que fueron analizadas, notandose un
incremento a 263 nm, que sélo se debié al PQQ afiadido (Gonzalez-Higuera, 2004). El
espectrograma, ademas de sefialar la banda de absorcion del compuesto, sirvié como curva tipo para

el analisis de las muestras (Ramirez - Silva, 2004).
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Una grafica de calibracién similar se realizé con medio de cultivo y adiciones de soluciones

con masa conocida de NAD (Rodriguez-Carranza, 2004; Ramirez - Silva, 2004).

IV.4 El biorreactor y su caracterizacion.

Los biorreactores se construyeron con frascos de aspiraciéon de vidrio refractario de 2 L de
capacidad total, con boca para tapén de hule del numero 10. El tapén de hule fue horadado para
admitir una manguera de alimentacion de medio estéril, la alimentacién de aire comprimido a un
difusor de vidrio poroso, la salida del venteo de aire y un termopozo de acero inoxidable. La espita
lateral inferior del frasco fue empleada para la salida del medio fermentado del bio - reactor.

Cada frasco se cubicé para sefalar el nivel de 1y 1.5 L.

Aire
Venteo

J-‘/ Entrada de
f medio
ATUTT Y
Agitador — -
magnético Sahdg del
medio
- | —
Placa de NG | /
calentamiento

Figura 7.- Esquema del biorreactor.
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Sistema de adiciones.

Para controlar el volumen del reactor y el flujo de alimentacion, se emple6 una combinacion
de bombas peristalticas (Cole Parmer, Masterflex e Easyflow) para dosificar flujos desde 1 hasta 2.5
mL/min. Se esterilizé el volumen del medio de cultivo necesatio con la formulacién disefiada para
cada experimento. Se esterilizé los reactores vacios por separado, con la manguera necesaria y sellada
de cada uno.

Se introdujo asépticamente el extremo estéril de las mangueras al medio estéril y frio y, se
llené cada reactor hasta el volumen necesario. Se inoculé los reactores con un cultivo de matraces
incubados por 72 h a 30 °C sin agitacién y se inici6 el proceso por lote de los reactores durante 24 h

con las condiciones de agitacion, aireacion y temperatura estables.

Figura 8.- Imagen del dispositivo experimental empleado.
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Tras ese lapso, se regul6 el flujo a cada reactor para lograr las tasas de dilucion previstas. El
flujo de entrada se ajustd para mantener el volumen del bio — reactor constante y el flujo de salida se
dosificé con la bomba peristaltica controlada para descargar el flujo previsto, el cual fue registrado y
controlado cada tres horas. Las condiciones de temperatura, adiciones, flujo de aire y agitacion se
controlaron durante un tiempo equivalente al de tres tiempos de residencia (el inverso de la tasa de

dilucién) antes de tomar las muestras de ese experimento.
Sistema de mezclado.

Los reactores fueron agitados mediante barras magnéticas impulsadas por un iman rotatorio
en una placa de calentamiento. La agitacién mecanica se calibré (en conjuncién con la agitacién
lograda por la aspersion del aire comprimido), y se midi6 6pticamente el tiempo de mezclado
mediante el empleo de tincién de azul de metileno. Para una tasa de aireacién de 0.2 vvm, se midié
11 s de tiempo de mezclado, para 0.4 vvm, el tiempo de mezclado fue de 7 s y para 0.6 vvm de
aireacion el tiempo de mezclado fue de 6 s. A una aireacién de 0.8 vvm no se logré medir el tiempo

de mezclado.
Sistema de aireacion.

Como se ha descrito, los reactores fueron servidos con difusores de vidrio poroso colocados
1 o 2 cm sobre el fondo del reactor, y justo sobre el giro del agitador magnético. La tasa de
transferencia de oxigeno lograda con los difusores fue calculada a partir de mediciones con un
electrodo sensor de oxigeno disuelto (Orion), analizando los perfiles de oxigeno en el tiempo a
distintas velocidades especificas de aireaciéon (vvm). Estos perfiles fueron analizados considerando
que la transferencia de oxigeno obedece a un proceso descrito por la siguiente ecuacion:
dC
oL _ *
7— kLaV (C COL (4-)
La integraciéon de esta ecuacion diferencial y su linealizaciéon contra el tiempo, permite
calcular el Coeficiente Volumétrico de Transferencia de oxigeno a diversas velocidades de aireacion.

A 0.3 vvm se estima un coeficiente global de transferencia de oxigeno de 4.3 h™ (0012 s, es el tiempo

caracteristico [k;a,", Sweere, 1987] del fenémeno de transferencia de oxigeno a esta velocidad de
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aireacion, la que se escogio porque es el mejor compromiso entre aireacion, mezclado y transferencia

de oxigeno). Para mayor detalle, consultar el Apéndice A3.
Sistema de control de temperatura.

La temperatura se registré cada 3 h en termémetros de mercurio y en caso necesario se ajusto
con el sistema de redstato de la placa metalica de calentamiento y agitacion que soportd a cada
reactor.

pH.

El pH fue monitoreado en el efluente del reactor mediante un potenciémetro (Conductronic,

pH120).
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V.- Resultados

V.1.- El Modelamiento.

V.1.1. El sistema de biorreaccion.

El reactor se oper6 con las células envueltas en una capa porosa de polimeros extracelulares y
agua.. El esquema de las fases y los fenémenos de transporte y reactivos contemplados se puede ver

en la Figura 2 y el tratamiento de las ecuaciones de conservaciéon de masa se presenta con detalle en

el Apéndice A.3.
Comparacion de los tiempos caracteristicos de los fen6menos en el bio — reactot.

La Tabla II muestra los tiempos caracteristicos (Sweere y col., 1987) de los procesos de bio —

reaccion, transferencia de oxigeno, mezclado y difusion. El tiempo caracteristico de crecimiento es la
. . . 1 . , . .
inversa de la tasa de crecimiento (U, ), €l de transferencia de oxigeno es la inversa del coeficiente

global de transferencia de oxigeno (k;a,"), el de mezclado fue medido directamente y el tiempo

2
caracteristico para la difusién se define como —~ (radio de un fléculo de biopelicula=/,
eff

D, de la glucosa en biopelicula se considera de 0.65 * 10” m* s; Cronenberg, C. C. H, 1994).

~0.5mmy

Tabla II.- Comparaciéon de los tiempos caracteristicos de los fenémenos de transporte y
reaccioén en los biorreactores de vidrio de 2 L de capacidad total, en las condiciones de agitacién y
aireacion ya descritas.

Fenomeno Crecimiento Transferencia de O, | Mezclado | Difusion

Tiempo caracteristico (h) 25 0.23 0.0028 0.106

Un analisis de la Tabla II nos permite observar que el tiempo caracteristico mayor
corresponde al de la biorreaccién, que es dos 6rdenes de magnitud mayor que los fenémenos de

transferencia de oxigeno y de transporte difusivo. Un primer resultado de este analisis es que el
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sistema experimental con particulas en suspension puede en este caso ser considerado como
realizado con células libres, pues los fendmenos de transporte no limitan la velocidad de reaccion por

ser ésta dos 6rdenes de magnitud mas pequena.

Tasas de Crecimiento y de Dilucién.

En los experimentos continuos, no se presenta acumulacion de etanol, oxigeno, glucosa,
fructosa o acido acético. Pero si se apreci6 la acumulacion de fléculos de biopelicula en los reactores.

La conservacion de biomasa en rigor debe de ser considerada como sigue:

dc,
dt

Vv =V, Cy =0,Cy >0 ©)

Donde 1 es el volumen en el reactor, Cy es la concentracion de biomasa en el reactor, Ly es
la tasa especifica de crecimiento y (), el flujo de alimentacién (y de salida) del reactor. 7 es el tiempo.

Para realizar un analisis de orden de magnitud, definimos (Cl,, es la concentracion inicial de

biomasa):
U E—CX (6)
Cxo
Haciendo el cambio de variable, dividiendo entre el volumen del reactor y definiendo

o
D== (7):

O

LU =DU =Uh, ~D)>0 ®

De los resultados experimentales obtenidos, se estimé que Cy~1.0 g/L, Cy,~0.1 y #~150 h
(tres veces el tiempo de residencia a la minima tasa de dilucién empleada, D=0.02 h™).

1
——=0.006=pn,-D>0 9
150 Ky ©)

En los experimentos realizados D~0.06 por lo que podemos considerar que se obtendran
resultados con un error de 10 % de desviacioén respecto a un quimiostato.

A ello debe agregarse que los consumos de las fuentes de carbono deben tomarse como
consumos aparentes, pues no se valoré el consumo de compuestos nitrogenados y carbonados de
los componentes complejos del medio de cultivo (extracto de levadura y peptona de caseina). Por

ello, en la discusion de resultados se hara un énfasis mayor en el analisis cualitativo de estos.
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V.1.2. El metabolismo de Gluconacetobacter entanii.

La Figura 9 muestra un esquema del metabolismo integral de Gluconacetobacter entani,
sefialando la interrelacion entre las rutas de desasimilacion de etanol y de la glucosa, asi como el papel
que juegan los metabolitos intracelulares ATP, NAD y PQQ y su interrelacién en la fosforilacion
oxidativa.

Se muestra asimismo su conexion con las rutas centrales del metabolismo de este género: el
ciclo de los acidos tricarboxilicos a través de la desviacion del glioxilato, la gluconeogenesis a partir
del piruvato, la utilizacién de la fructosa 6fosfato a través de la ruta de las fosfoceto y fosfo aldolasas.

Finalmente, se muestra también las reacciones de polimerizacién de hexosas para producir
celulosa y un polimero hidrofilico. De ahi, surge la posibilidad del consumo simultaneo o alternativo

de las hexosas y del etanol con el funcionamiento del metabolismo integral.
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Ftanol Sacarosa

PQQ
PQQH;
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l PQQH, ,
Acido
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Acetato acético Pyr ATP

V ATP
v

Acil- ) — fructosa 6 P* <= Glucosa 6 P*
fosfato o 4 C NAD
) ‘ acido 3 fosfo NADH
Ace'tll- Co glicérico *
Enzima A* ATP Gco6P
CAT* AT Celulosa
’ Acetan CO,
Oxalo li 1dehid
Nnapn gliceraldehido L
acetato* 3 fosfato* ¢ R5P*
B CO2 ‘
élC ldO fosfoenol Acetato
piravico* 7/ piruvato*
ATP

Figura 9.- Esquema del metabolismo integral de Gluconacetobacter entanii. RSP es la ribosa 5
fosfato. Las demas abreviaturas como en las Figuras 5, 6 y 7. Los metabolitos marcados con asterisco
son algunos de los precursores comunes para la sintesis de la biomasa.
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Las reacciones del metabolismo.

Las reacciones resefiadas en el estado actual del conocimiento de la bioquimica de

Gluconacetobacter spp (I1.2) tienen una estequiometria que se describe como sigue:

Transporte y oxidacion del etanol.

_C,H.OH - 2PQQ — H,O + C,H,0, + 2PQQH,=0

Formacion de acil-fosfato.

- C,H,0, - ATP + C,H,0, ~P=0

Formacion de acetil-CoA.

“C,H,0, ~P — CoASH + C,H,0,-SCoA+P. =0

Ciclo de los Acidos Tricarboxilicos (Desviacién del Glioxilato)

- 2C,H,0,-SCoA — 3H,0 + 3NADH, + C,H,0. + 2CoASH=0

Descarboxilacion del 6xalo-acetato a piruvato.

- C,H,0.+ C,H,O,+ CO,=0

Sintesis de fosfo enol — piruvato.

- C,H,0,— 2ATP + C,H,0,-P =0

Sintesis de o-ceto-glutarato.

- C,H,0,-SCoA — C,H.0, - H,0 + C;H,O. + CO, + 2NADH,=0

Transporte de glucosa y fosforilacion.

- CH,,O,— ATP + C(H,,O.-P =0

Transporte de fructosa y fosforilacion.

- CH,,O,— CH;04-P + C;H,O;+ CH,,O.-P =0

(10)

(1)

(12)

(13)

(14

(15)

(16)

a7

(18)
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Sintesis de Celulosa

C,H,0P = ATP + (1/0)[CH,0].y0n =0 (19)

celulosa

Sintesis del polimero hidrofilico (presumiblemente acetan).

~CH,Op P — ATP + (1/0)[C6Hy, -0l + 9/14 NADH =0 (20)

acetan

Sintesis del gliceraldehido.
- CH,,0.,P - 3H,0 + 3 CO,+ C;H.O,-P + 6NADH, =0 (21)

Ruta de la pentosa fosfato

- CH,,0,P - H,0 + C.;H,0,-P + CO,+ 2NADH, =0 (22)

Ruta de las fosfo ceto- y fosfo aldolasas.

- CH,,O.P + 3C,H,0, =0 (23)
Gluconeogenesis.
-2 C,H.O;-P + CH,,O-P +P, =0 (24)

Sintesis del acido —3 fosfoglicérico.

- C,H,0,-P —ATP — NADH, + H,0 + C;H,0,-P=0 (25)

Las reacciones del anabolismo.
-NH3 - C.H,,0,-P - C,H,O,-P - C,H,0,-P - C,H,O,ScoA - C;H,O,— C,H,O. - C,H,O,-
P -ATP + CH, ;O .N,+NADH,=0 (26)

Fosforilaciéon oxidativa.

- NADH, - PQQH,- O, + PQQ + NAD + (P/O) ATP=0 @7)

Excrecién de CO,

- COupe + CO,,0g=0 28)

2met
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Excrecién del acido acético.

- [C2H4OZ] + [C2H4OZ] 0. (29)

met prod —

En estas ecuaciones:

C,H.OH es el etanol,

C,H,0O, es el acido acético,

C,H,0, ~P es al acil-fosfato,

CoASH es la Coenzima A,
C,H,0,-SCoA es la acetil- coenzima A,
C,H,Oq es el oxalo-acetato,

C;H,O; es el piruvato, es el fosfo enol-piruvato,
C,H,Os es el a-ceto glutarato,

CH,,0O, es 1a glucosa,

C4H,,O4-P es la glucosa 6-fosfato,
C;H;O;-P es el gliceraldehido 3-fostato,
C:H,O-P es la ribosa 5-fosfato.

Estas reacciones se agrupan siguiendo las siguientes reglas:

1.- Las reacciones en serie o los ciclos de reacciones son agrupadas como una sola reaccion.

2.- Se identifican los puntos de convergencia y divergencia.

3.- Las reacciones agrupadas conservan los elementos quinicos y el grado de dxido-reduccion.

4.- Se conserva asimismo la energia libre.

5.- La conservacion de los metabolitos intracelulares requiere que la excrecion de metabolitos se considere como

una reaccion.

Aplicando estas reglas se agrupan las reacciones como se muestra en la Tabla III y en el

esquema de la Figura 10.

37



Etanol
Glucosa y Fructosa
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Figura 10.- Esquema de la red metabdlica de las reacciones agrupadas del metabolismo
complejo de Gluconacetobacter entanii. |\ - W, son las tasas de las reacciones metabodlicas agrupadas
como se definen en la Tabla III (mol g-molC, " h™).

bm
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Tabla III.- Las tasas especificas de las reacciones agrupadas del metabolismo integral y su

estequiometria.
Tasa | Estequiometria Comentario.
i - CH;0,5;— 2 H,0 — PQQ + PQQH, + CH,O, =0 | Ingreso de etanol y oxidacién a acetato
(30) intracelular con reducciéon paralela de PQQ
T3 - CH,O,; + [CH,0O],=0 (31) Ingreso o produccion de acido acético
3 - CH,O, - "2 ATP + CH,,,0~P,,,=0 (32) Sintesis del acil-fosfato.
Ly -1.1 CH,O,— Y ATP - 0.2 NH; + 0.1 NADH + 0.1 | Anabolismo de material celular (biomasa, CH,
CO, + CH,; O,:N,,=0 Oy5Ny,), con producciéon de CO, y NADH, y
(33) consumo de Y moles de ATP por mol C de
biomasa.
s -1.33 CH,O0, - 133 ATP + 033 CO, + | Gluconeogenesis.
CH,,,,O~P + 0.66 NADH, =0 (34)
s - CH,,,;O~P + CH,0, + P, =0 (35) Ruta de las fosfo-ceto- y fosfo-aldolasas.
Wy - CH,O5— (1/6) ATP + G6P = 0 (36) Transporte y fosforilacion de la glucosa.
s - GO6P-1/6 ATP + 1/0|CH,0O]=0 Polimerizacién de la GOP a celulosa [CH,O],.
37
Lo - GOP — 1/6 ATP + 1/n[CHg;,4,0,;5]+ .107 | Polimerizacién de la GOP a acetan [CHg; 4,053,
NADH =0 (38)
Wio - O,—NADH - PQQH, + (P/O) ATP =0 Fosforilacién oxidativa, con generacién de 2 P/O

(39)

moles de ATP por mol de O, reducido.

Las ecuaciones 30 — 39 de la Tabla III expresan la estequiometria del microorganismo. La

tigura 10 muestra la red de las reacciones agrupadas también en términos estequiométricos como si el

flujo de masa en esa red fuera continuo y estable, obviando la cinética de esas mismas reacciones.
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Modelo estequiométrico del estado estacionario de los metabolitos intracelulares de

Gluconacetobacter entanii.

En seguida se establecen las ecuaciones de conservacion de los metabolitos clave para nuestra
descripcion del metabolismo de Gluconacetobacter entanir: acetato, acil-fosfato, glucosa 6-fosfato,
NAD, PQQ, ATP. Tres supuestos dan base a esto: a) la acumulacién es cero (el nivel de los
metabolitos intracelulares clave esta en estado cuasi-estacionario); b) los metabolitos que se
encuentran en dos formas distintas (oxidadas/reducidas, adenil fosfatos, en nuestro caso) y que se
inter convierten en las distintas reacciones del metabolismo, contienen la misma informacién y por
ello se conserva sélo una de sus formas, c) hay reacciones especificas intracelulares (micro) que
igualamos a las tasas de las reacciones observables en el medio liquido (macro). Las tasas de reaccion
en el liquido (), a diferencia de las tasas metabdlicas (1, g mol C, g mol C,," h™), consideran los
aspectos cinéticos de la reaccion, no sélo los estequiométricos.

Por lo anterior, las ecuaciones de conservacion derivadas de la estequiometria de las

reacciones agrupadas del metabolismo son:

1l 4 1 1 1 P
My = j_YATPX EMS_EFG_grpl_grpz+(2*5)r02=0 (40)
1 2 3
M o Ex+§u5+2_8rpz_2*(l_¢)r02=0 (41)
Hpoor :rE—2(1)r02 =0 (42)
W, =r.tr ftu, = (43)
11 4
MA~P=iM3_ErX_§MS+M6=O S
Hoep =T = Mg =Tp = Tpy T 1 =0 (45)
1 1
Heo, :EFX +§ Hs =0 (46)

Donde r; es la tasa especifica de desaparicion o apariciéon de sustratos o metabolitos en el
medio de reaccion, i= E (etanol), G (glucosa), A (acido acético), X (biomasa), P, (celulosa), P,

(acetan), O, es oxigeno y CO, es diéxido de carbono. P/O indica los moles de ATP realmente
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sintetizados por atomo de oxigeno reducido y Y los moles de ATP empleados en la biosintesis por
atomo de carbono de la biomasa.

En seguida se define la relacién entre las reacciones intracelulares de consumo o produccion
de metabolitos (W), y las tasas de desaparicién o aparicién de estas especies quimicas en el medio

liquido (7):

rp—p, =0 (47)
ry-n, =0 (48)
ety =0 (49)
e - 1, =0 (50)
-7+ 1y =0 (51)
~rp + Wy =0 (52)
Yo My =0 (53)

Las ecuaciones 47 — 53 son definiciones que no alteran las ecuaciones 40 — 406, pero que
formalizan el enfoque de reactor seudo—homogéneo, que considera a la biomasa como una fase
continua. Con ello podemos establecer la ecuacion de conservacion de la masa total alrededor de esa
fase seudo homogénea.

Las masas moleculares de las especies consideradas son: etanol: 46; glucosa: 180; oxigeno:32;
acido acético: 60; biomasa: 24.6; celulosa: (180n), polimero hidrofilico: (189n) y bidéxido de carbono:

44, (donde “n” es el nimero de monémeros en los polimeros).

La conservacion de los metabolitos y el biorreactor.

Puesto que la conservaciéon en el liquido se realiza respecto a las especies quimicas
considerandolas por atomo de carbono:
=231y — 307, 321, -30r, + 24.6r + 307, + 31.5r, + 447, =0 (54)
La ecuacién 54 plantea la conservacion global de masa en la fase seudo-homogénea de la
biomasa y se suma a las ecuaciones 40 a 46 como una restriccion mas.
Para el andlisis de los resultados experimentales que se mostraran en el siguiente apartado, se

resolvio el sistema de ecuaciones en funcién de las ecuaciones 40-46 y 54.:
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P 9 P 9 P 25 P P P
= 3—— [ H2—— |, H 2—— || Y-44-21— |, 2—-383 |, | 1L.EB—-3 |1,

0 2 02)" Lo 6 10 10, 10,
(55)

rA]P

Esta ecuacion refleja el efecto de las diversas reacciones de nivel macro en el consumo de
ATP, asi como su potencial reproduccion por efecto de la generacién de cofactores reducidos y su
reoxidacién por fosforilacion oxidativa segin el nivel de eficiencia P/O. t,pp incorpora la
estequiometria de las reacciones agrupadas de la red del metabolismo de Gluconacetobacter entani vy,
ademas, la cinética especifica a cada una de las reacciones de consumo y produccién de la biomasa.

En la figura 11 se muestra un esquema del biorreactor en operaciéon continua. Segun el flujo
de alimentacién y su composicion, la poblaciéon microbiana en el liquido, tendra una concentraciéon
dada, y en su interior un nivel del metabolito adenosin trifosfato. La conservaciéon de la especie
intracelular considerara las reacciones intracelulares en las que intervenga el metabolito intracelular y

su salida del reactor por efecto de la salida de células del mismo.

op

v

v

QV; CX> 8ATP

Figura 11.- Esquema de la operacién continua de un biorreactor, alimentado con un flujo Qy,
manteniendo un volumen V_ y una concentraciéon de biomasa Cy, en cuyo interior se mantendra un

op
nivel €,;p del ATP.
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V.2.- Resultados Experimentales

V.2.1.- De la clasificacién del microorganismo.

Un analisis de apareamiento de las secuencias de bases nucleotidicas (BLAST) de su gen 16S

muestra que el microorganismo aislado y objeto de este estudio tiene un 99.89 % de similitud con la

secuencia del gen 16S de Gluconacetobacter entanii (Schiller y col., 2000). Solamente difirié en una base

de las 957 analizadas, por lo que segin los criterios arriba expuestos pertenece a la especie.

Gluconacetobacter entanii (ver Tabla IV).

Tabla IV.- Comparacién de las bases diferentes en el gen 16S de cepas del género con respecto a las
del gen 16S de la cepa objeto de este estudio entre las bases totales y el porcentaje de similitud

Parientes mas proximos dentro del género vy

Bases diferentes/

Porcentaje de similitud en las pb

coédigo de acceso en GeneBank. total de las bases (%)
Gluconacetobacter azotocaptansy AF192761 27/945 97.14
Gluconacetobacter diazotrophicusy X75618 43/1295 96.68
Gluconacetobacter entanii. .4/257770 1/945% % 99.89
Gluconacetobacter enrgpaensy Y15289 17/1295 98.69
Gluconacetobacter hansenii; AB166734; AB166734 7/1295 99.46
Gluconacetobacter intermedinsy AB166739 22/1295 98.30
Gluconacetobacter johannaey AF111841 34/1295 97.37
Gluconacetobacter liguefaciensy AF127391 41/1295 96.83
Gluconacetobacter maltiaceti; .AB766744 1/945™" 99.89
Gluconacetobacter oboediens; AJ001631 22/1295 98.30
Gluconacetobacter persimmonensisy AB0I5100 2/1295 99.84
Gluconacetobacter polyoxogenes o ND
Gluconacetobacter rhacticnsy; AY 180961 17/1295 98.68
Gluconacetobacter sacchariy AF127412 40/1295 96.91
Gluconacetobacter saccharivorans. AB166740; 22/1295 98.30
AB166741

Gluconacetobacter swingsii AY180960 17/1295 98.68
Gluconacetobacter xylinus; X75619 19/1295 98.53
Acetobacter lovaniensisgi; AJ419837 65/1295 94.98

** No hay secuencias del gen ribosomal 16S tDNA depositadas en GeneBank
*#*La comparacion se realizé con las secuencias disponibles, que fueron de menor longitud que el

resto de las especies.

*Rk Lisdiyanti y col. informaron en 2004 de las bases de datos de esta cepa, sin embargo no se ha
depositado una cepa con ese gen ni se ha publicado la propuesta de taxonémica hasta la fecha.

43




V.2.2.- De los resultados en estado cuasi-estacionario

Se realiz6 varios experimentos en reactor continuo agitado; la mayor tasa de dilucién se
seleccioné como un poco menor que la tasa maxima especifica de crecimiento previamente medida
para el microorganismo (Razo Contreras, 2001), en la légica del crecimiento de células libres y para
evitar su lavado.

La Tabla V muestra las concentraciones experimentales de los sustratos y de los productos,
tanto en la alimentacién como a la salida de los reactores, asi como las concentraciones intracelulares
de ATP, PQQ y NAD, para las distintas velocidades de reaccién como para las distintas
composiciones del medio de cultivo. Estas se escogieron para conocer la influencia de diversas
composiciones del entorno en la fisiologia del microorganismo y a diversas tasas de dilucién
asociadas a diversas tasas de consumo de los sustratos.

En la Tabla V se observa que las mayores concentraciones de biomasa se obtuvieron en el
medio con sacarosa como fuente de carbono. Esto mismo ocurrié con el acetan, aunque la mayor
productividad se logtd en el medio estindar a la mas alta velocidad de crecimiento (0.37 g/I-h). Las
mayores concentraciones de celulosa se muestran en el medio estandar acoplado a que la mayor
productividad volumétrica se muestra en este medio a la mas alta tasa de crecimiento: (0.106 g, /L-
h). El comportamiento de los principales productos metabdlicos poliméricos es atipico, pues lo
comun es que a la mas baja tasa de dilucién se encuentren las mayores concentraciones y estas
disminuyan a mayores tasas de dilucion.

Es notable que, pese a las diferencias que se encuentran en las concentraciones de acetan y
celulosa en los distintos medios de cultivo, si se produzcan ambos polimeros aun en el medio que
contiene solo etanol y 4cido acético como medio de cultivo. Esta observaciéon confirma nuestra
interpretacion de la red metabdlica que muestra la interrelacién entre los reservorios de acetil-fosfato,
acetato y GOP, a través de la gluconeogenesis y la via de las fosfocetolasas (Figura 12). En el caso que
se discute, el consumo de etanol y acido acético alimenta el ciclo de los acidos tricarboxilicos y de ahi
la sintesis de biomasa, pero también a la gluconeogenesis y al reservorio de G6P, materia prima para
la sintesis de acetan y celulosa.

En el medio estandar, se muestran los siguientes resultados: a las tasas de diluciéon de 0.02 y
0.078 h-1, la concentracién de glucosa en el mosto de alimentacién fue de ~ 100 g L y las tasas de
consumo de etanol fueron casi nulas, pero la de glucosa se muestra en el mismo nivel que la tasa de

consumo de glucosa en el medio con sacarosa, a una dilucién comparable. Se observa un fenémeno
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de inhibicién, pero no en el consumo de glucosa, sino en el de etanol. Los niveles intracelulares de
ATP, NAD y PQQ son mayores en la tasa de dilucién de 0.06 h™' (sin inhibicién), en tanto que son
menores en las otras dos diluciones, indicando una baja actividad metabodlica (Figura 19). Es
presumible una alta concentracion intracelular de GOP (Mauch y col., en Schiigerl, 2000) y aunque en
este medio se presentan las mas altas tasas de sintesis de los polimeros - celulosa y el polisacarido
hidrofilico - un desbordamiento del reservorio de la hexosa fosfato canalizaria el flujo de carbono
hacia acil-fosfato, cuya transformacioén hacia acetato produce ATP. Un alto nivel del reservorio de

acetato intracelular inducirfa una inhibicién en el consumo de etanol (congruente con un bajo nivel

de PQQ).

Tabla V.- Resultados de las mediciones en los experimentos en proceso continuo. Las
concentraciones en g/L, para los metabolitos en suspensiéon o en solucién y en pmol/g, ., para los
metabolitos intracelulares ATP, NAD y PQQ. Los subindices E, son las concentraciones del etanol;
G, de las hexosas; A, del acido acético; X, de la biomasa, P1, de la celulosa y P2, del polimero
hidrofilico. El subindice a, sefiala la concentracion de los sustratos en la alimentacion.

Medio Estiandar | Estindar | Estindar | Estindar | Etanol | Etanol | Etanol | Hexosas | Hexosas | Hexosas
D ht .08 .078 .06 .02 .079 .042 .024 .07 .047 .028
Cka 20 15.7 20 15.7 17 17 17 - - -
Ce - 2.55 12.8 13.5 3.73 .87 2.54 - - -
Caa 44.3 98.2 44.3 98.2 - - - 41.7 41.7 41.7
Ceo 26.6 89.3 41.2 93.7 - - - 2.28 1.69 4.38
Cha 3.37 3.01 3.37 3.01 2.95 2.95 2.95 3.32 3.32 3.32
Ca .5 1.12 71 3.14 2.22 5.29 .37 2.22 3.43 3.32
Cx .98 1.53 .5 1.63 1.72 1.55 .56 2.28 1.69 4.38
Cp1 1.33 75 1.07 .5 .56 1.06 .56 .5 .625 1
Cp2 4.63 3.13 2.3 21 2.3 1.2 2.3 2.8 1.7 5.4
£rQQ - 5.7 12.6 4.4 5 4.5 4 2.8 6.2 2.1
ENAD 59.3 79.6 1353 63 63 51.2 40 49 146 27
EaTP 10.9 .98 10.9 10.6 1.6 5.1 8.3 6 14.4 15.5

Para una mas rapida percepcion de la informacion presentada en la Tabla V, se presentan
graficamente las concentraciones de los metabolitos extracelulares en seguida, segun la composicion

del medio y el tiempo de residencia desarrollado.
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Concentraciones en el medio estandar, D=0.078 h!

100 H Hexosas (g/L)
O Etand
80 O Acetico (g/L)
d .f; B Biomasa (glL)
el 60 H celulosa (g/L)
3:' @ Polimero (g/L)
Z
= .
20
0 e S N |
0 12.82

t, (h)
Figura 12.- Grafica de las concentraciones de las hexosas, del etanol, del acido acético, de la

biomasa, la celulosa y el polimero hidrofilico a la entrada y a la salida del reactor a D=0.078 h'', y con
alimentacién a 98 g/L de hexosas en el medio estindar.

Concentraciones en el medio estandar D=0.02 h™
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Figura 13.- Grafica de las concentraciones de las hexosas, del etanol, del acido acético, de la
biomasa, la celulosa y el polimero hidrofilico a la entrada y a la salida del reactor a D=0.02 h™', y con
alimentacién a 98 g/L de hexosas en el medio estindar.
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Concentraciones en el medio estandar D=0.06 h”!

100
Bl Hexosas (g/L)
O Etanol
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Figura 14.- Grafica de las concentraciones de las hexosas, del etanol, del acido acético, de la
biomasa, la celulosa y el polimero hidrofilico a la entrada y a la salida del reactor a D=0.06 h™', y con
alimentacién a 42 g/L de hexosas en el medio estindar.

Concentraciones en el medio con etanol D=0.079 h!

20
H Hexosas (g/L)
O Etanol
- O Acido acetico
| B Biomasa
| O Celulosa
- N
< —
2 —
- —
Z 10 —
. :- |
ol —
£ —
] —
L s
0 — | | T
0 12.66

tr (h)
Figura 15.- Grafica de las concentraciones de las hexosas, del etanol, del acido acético, de la

biomasa, la celulosa y el polimero hidrofilico a la entrada y a la salida del reactor a D=0.079 h'', y con
alimentacion de medio con etanol y acido acético.
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Concentraciones en el medio con etanol D=0.042 h™
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Figura 16.- Grafica de las concentraciones de las hexosas, del etanol, del acido acético, de la
biomasa, la celulosa y el polimero hidrofilico a la entrada y a la salida del reactor a D=0.042 h"', y con
alimentacion de medio con etanol y acido acético.

Concentraciones en el medio con etanol D=0.024 h!
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Figura 17.- Grafica de las concentraciones de las hexosas, del etanol, del acido acético, de la
biomasa, la celulosa y el polimero hidrofilico a la entrada y a la salida del reactor a D=0.024 h'', y con
alimentacion de medio con etanol y acido acético.
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. . -1
Concentraciones en el medio con hexosas D=0.07 h
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Figura 18.- Grafica de las concentraciones de las hexosas, del etanol, del acido acético, de la
biomasa, la celulosa y el polimero hidrofilico a la entrada y a la salida del reactor a D=0.07 h™', y con
alimentacion de medio con hexosas y acido acético.

Concentraciones en el medio con hexosas D=0.024 h™
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Figura 19.- Grafica de las concentraciones de las hexosas, del etanol, del acido acético, de la
biomasa, la celulosa y el polimero hidrofilico a la entrada y a la salida del reactor a D=0.024 h', y con
alimentacion de medio con hexosas y acido acético.
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Las figuras 12 a 19 muestran las concentraciones iniciales y de salida para las especies
quimicas extracelulares consideradas asi como el tiempo de residencia en el reactor para los medios
con los que se experimenté. En las figuras 12 y 13 se aprecia la inhibicién en la tasa de consumo de
etanol en el medio con alta concentracién de hexosas en la alimentacion, evidente si se compara con
el consumo mostrado en la figura 14. Con base en estos valores se calculd la tasa de consumo y
produccién que se muestra en la Tabla VII.

En seguida se discute los valores de metabolitos intracelulares medidos en nuestros
experimentos en relacién con las mediciones hechas por otros investigadores.

Analizando el modelo celular de  Saccharomyces cerevisiae de Galazzo y Bailey (1990),
Stephanopoulos, Aristidou y Nielsen resuelven el sistema de reacciones metabolicas y estiman los
siguientes niveles de concentracion en su interior: ATP, 0.11 g/g y ADP, 0.364 g/g. Informan que en
mediciones de metabolitos intracelulares con cultivo de levadura en un bio—reactor continuo después
de un pulso de glucosa, la ingesta de glucosa se detecta como un incremento en la concentracion

intracelular de GOP y la disminucién del ATP y aumento paralelo del ADP y el AMP. Las

-1
bm >

en nuestra

concentraciones de ATP son inicialmente de 8 pumol/g, ., (~190 pmol ATP g mol C
forma de informar la concentracién intracelular), y las de ADP y AMP son de 1 y 0.3 pmol/g; .
respectivamente. (Ver la Tabla VI).

Mauch y col. (en Schiigerl y Bellgardt, 2000) cultivan a . cerevisiae en un reactor continuo,
alimentado con glucosa a D= 0.1 h™. Mediante un sistema de analisis por inyeccién de flujo miden el
nivel intracelular de metabolitos clave de la glicolisis, asi como la concentracién en el medio de la
glucosa y de varios productos. El microorganismo consumi6 glucosa a una tasa de 16.7 mmol L™ h™.
Entonces afiaden un pulso de glucosa que eleva la concentracion de ésta en el reactor dos érdenes de
magnitud. En los siguientes segundos el consumo de glucosa aumenta a 40 mmol L' h”, en tanto
que el nivel de ATP desciende de 8 a 5 umol g;,...." v vuelve a aumentar en 2 minutos hasta ~6.5
umol g, '. (en las unidades que informamos, 123 — 197 pumol ATP g molC,,"). Mauch y col.
encontraron la relacién compleja, biunivoca, entre tasa de consumo y nivel de metabolito intracelular.
(Ver apéndice A.2).

Gikas (1996) midi6 la concentracion de ATP en células de Beneckea natriegens. En la Tabla VII,
se muestra los valores que Gikas y otros investigadores encontraron para esta concentracion y, en su

caso, la especie o especies investigada(s).
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Cortassa y col. (2004, p209) refieren experimentos también en estado estacionario con
diversas mutantes de Saccharomyces cerevisiae, en los que midieron las concentraciones intracelulares de
varios metabolitos clave, incluyendo los adenosin fosfatos. Las concentraciones de ATP se expresan
en mmol/L de volumen intracelular. Los valores maximo de 4.68 y minimo de 0.79 del trabajo citado
y que se muestran en la Tabla VI, equivalen aproximadamente a .0026 y 0.0004 g/g lo que es
compatible con los valores que se informan en el presente trabajo.

La concentracién de ATP varfa segun el estado metabdlico del microorganismo y en la Tabla
VI, el rango de variacién es de 70 veces. Los resultados del trabajo presente se encuentran dentro de

este rango.

Tabla VIL.- Valores de ATP intracelular segin diversos investigadores. (* en Gikas, 1996; **
en Bellgardt, 2000)

Trabajo Earp (8/9) Microorganismo(s)
Aliy col.* 0.0001 — 0.0004 | Lodos activados
Gikas y Livingston* 0.0005 - 0018 | Diversas bacterias
Hofle* 0.00125 Cytophaga johnsonae
Holm-Hansen y Booth* 0.001 — 0.002 Bacterias marinas
Jorgensen y col.* 0.0022 - 0.0037 | Lodos activados
Lehninger* 0.003

Levin y col.* 0.0016 - 0.0077 |

Nelson y Lawrence* 0.0025 “

Roe y col.* 0.0055 “

Strange y col.* 0.001 —0.002 Aerobacter aerogenes
Syrett* 0.002 Chlorella sp.
Upadhyaya y Eckenfelder* | 0.0005- 0.001 Lodos activados
Weddle y Jenkins* 0.001 - 0.0015 |

Velasco-Bedran 0.0005 — 0.014 | Gluconacetobacter entanii
Cortassa y Aon, 2002 0.0004 — 0.0026 | S. cerevisiae.

Mauch y colaboradores*™* | 0.0044

Verduyn y col., 1992 0.0006 - 0.0022 | S. cerevisiae
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Con respecto a la pirroloquinolin quinona, Urakami y colaboradores (1992) informaron del
efecto de diversas sales sobre la produccién de PQQ), encontrando una concentraciéon intracelular de
0.016 a 0.021 g/g a diversas concentraciones de Mg. Estos se encuentran un orden de magnitud mas

altos que los detectados en este estudio.
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Figura 20.- Concentraciones intracelulares de los cofactores de redox (PQQ y NAD, pmol g
molC, ") en diferentes medios de cultivo, versus la tasa de dilucién, h'. (NAD: O, medio estandar;
A, hexosas; [, etanol. PQQ: @ | medio estindar; 4 | etanol; M, hexosas).
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Relacionando las tasas especificas de produccién o consumo informadas en la Tabla VII, con
los niveles intracelulares de los metabolitos medidos, podemos en primer lugar observar (Figura 20)
el comportamiento de los niveles de los cofactores de 6xido-reduccion (NAD y PQQ)) con respecto
a la tasa de dilucién y las diferentes composiciones del medio de cultivo. Se observa el efecto de la
inhibicién por alta concentracién de sacarosa en el medio, (referido parrafos atras). Se observa
ademas que los minimos niveles de la PQQ se presentan en el medio que s6lo contiene acido acético

y sacarosa, pues en la red metabdlica involucrada en este caso, la PQQ no interviene (ver Figura 10).

Tabla VII.- Tasas especificas de reacciéon en el medio estindar, en el medio con etanol y
acido acético como fuente de carbono y en el medio con sacarosa y acido acético como fuente de
carbono. [ es la tasa especifica de consumo (la tasa volumétrica de consumo o produccion medidos
en el reactor dividida entre la concentracién de biomasa). E, es el etanol, G es la glucosa, A, es el
acido acético X es la biomasa, P1 es la celulosa y P2 es el polimero hidrofilico (g mol C del
metabolito g molC, " h™).

Medio U £ UG * pa Hx+
4.5% 4.5% 4.5 % 10% Lp1 Up2
Estandar | n.d. -1.1848 | -0.1900 | 0.0800 | 0.0872 | 0.3037

“ 0.0208 | -0.3721 | -0.0760 | 0.0780 | 0.0480 | 0.1458
“ 1 -2.1244 | -0.3050 | -0.2559 | 0.0600 | 0.0526 | 0.1540
“ 0.0000 | -0.0453 | -0.0034 | 0.0200 | 0.0082 | 0.0344

Etanol | -0.6033 0] -0.0222 | 0.0790 | 0.0363 | 0.1490

“| -0.4538 0| 0.0660 | 0.0420 | 0.0365 | 0.0413

“ 1 -0.1868 0] -0.2324 | 0.0240 | 0.0110 | 0.0453
Sacarosa 0] -0.3092 | -0.0360 | 0.0700 | 0.0287 | 0.1596

“ 0] -0.0456 | -0.0027 | 0.0280 | 0.0230 | 0.1240

En la figura 21, es claro que el nivel de PQQ esta relacionado antes que con la velocidad de
crecimiento, con la velocidad de consumo de etanol. La Figura 21 muestra las concentraciones
intracelulares de PQQ contra las velocidades especificas de consumo de etanol para los tres medios
empleados en los experimentos continuos. Los valores mas bajos son para el medio con sacarosa
como fuente de carbono (en cuyo catabolismo el PQQ no interviene). En el medio estandar se
muestran la mayor velocidad de consumo de etanol y la mayor concentracion de PQQ. En el medio
con etanol y acido acético las tasas de consumo de etanol fueron menores que en el caso anterior,

pero se muestra una correlacién positiva entre el consumo de etanol y el contenido de PQQ.
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biomasa

El otro cofactor de 6xido-reduccion observado, el NAD, tiene un papel mas versatil en el
metabolismo, lo que se refleja en que sus niveles intracelulares son un orden de magnitud mayores
que los de PQQ. En la mayoria de los casos la fuente alterna de carbono fue el acido acético, ademas
de la sacarosa. Suponemos que la mas significativa fuente de NADH se relacionara con la sintesis de
biomasa, ligada al CAT. El nivel de NAD intracelular esta en efecto relacionado con la velocidad de
consumo de acido acético en el medio estandar, como se observa en la Figura 22. En el medio de

etanol y acido acético los datos experimentales muestran un maximo y una baja concentracioén de
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NAD a la mayor velocidad de consumo de acético. En el medio con sacarosa y acido acético la

concentracion de NAD no se cortrelaciona con el consumo de acido acético.
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Figura 22 a y b.- a) Tasa especifica de consumo de 4cido acético (Ha, g mol C, iy, secico € mol C

biomasa

Cbiomasa

NAD g mOI Cbiomasail)'

" h") en el medio estindar (4 ). b) Tasa especifica de consumo de etanol (ug, g mol C,,,,, g mol
" h")) en el medio con etanol (A) versus la concentracién intracelular del NAD enap (mol
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El nivel del NAD en el medio estandar, no se correlaciona con el consumo de etanol (como
resultado del fenémeno de inhibicién por alta concentracién de sacarosa), sino con el del acido
acético. Segun nuestro esquema el NAD se consume en la gluconeogenesis, la sintesis del
polisacarido hidrofilico y en el anabolismo (Figura 22 a).

Por eso, en el medio con acido acético y etanol, el nivel de NAD se correlaciona con el
consumo del etanol que es la principal fuente de carbono que alimenta el metabolismo (Figura 22 b).

Sin embargo, en la grafica de la Figura 23 se muestra una relacién del nivel intracelular de
NAD con la velocidad de consumo de glucosa. Una mirada al esquema de la Figura 26 ayudara a

visualizar la ruta metabdlica empleada en este caso.
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Figura 23.- Tasa especifica de consumo de glucosa, i, para el medio de hexoses (4)(gC mol
glucosa gC mol biomasa™ h’l) versus la concentracion intracelular del NAD enap (Wmol NAD ¢C
mol biomasa™).
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La ecuacién 55 establece el balance de 7, en términos de las tasas observables por estar
ligadas al consumo de especies presentes en el medio de reaccién o de productos metabdlicos que
aparecen en éste y que son por ello medibles. La ecuacion establece la produccion y el consumo del
ATP como resultado de esas reacciones e incorpora su generacion por fosforilacién oxidativa, por lo
que establecemos la siguiente ecuaciéon de conservacion con respecto al ATP en el biorreactor (ver
tigura 11):

Acummulacion = entrada mas reaccion menos salida.

En el caso de no haber acumulaciéon y considerando que no hay alimentacién de biomasa (o
de ATP) al reactor, la tasa de reaccion del ATP en el interior de la fase bidtica del reactor sera igual a
la salida del ATP con la fase bidtica en la salida del biorreactor:

ParpCy = DCYE yp. (56)
pero 7 esta dada por la ecuacion 55,

ATP

P 9 P9 P 25
3 —— — |+ | 2—==|r +|2—=-=|r
o 2 o 2 o 6
P P P
Yy -44-21—|r -|2—-383|r, -|1.8903—-3.83]r,
0 0 0

de donde estimamos el valor de € ,;, empleando ese balance y las tasas especificas calculadas a partir

de las mediciones experimentales, y la tasa de dilucion.

€ 1 :(3i_9_ji+(2i_9_jr_fl+(2i_£jh
0] 2 ) D 0] 2 ) D 0] 6 D

—(Y —4.4—2.1i)—(2i—3.83jr“ —(1.893i—3.83jr”
0 0 D ) D

57)
Un valor de 1.58 para la relacion P/O estd en el rango de los valores observados en los
microorganismos, segin De Faveri (De Faveri y col.,, 2003, con Acetobacter hanseni, [sic]) y Roels
(1985), y un valor de Y ,;p= 3 (de 2.5 para las tasas de dilucién mas bajas) es asimismo usual.
Los valores de € ,;pestimados con los valores de los parametros arriba mencionados, las tasas
medidas experimentalmente y la ecuacién 57, se comparan con los medidos experimentalmente lo

que se muestra en la Figura 24. Se observa que la tendencia de los datos es a disminuir con el
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aumento en la tasa de dilucién.. El ajuste es menor para las tasas de dilucién mas bajas (menores
velocidades de crecimiento) en cuyos estados fisiologicos es razonable suponer un mayor impacto de
el consumo de ATP para mantenimiento (lo cual no se considerd en el esquema de las reacciones
metabolicas). El mejor ajuste se presenta en el medio con etanol y acético, cuyo encadenamiento de

las reacciones metabdlicas se esquematiza en la Figura 24

40 T T T T T T
35
30

TE. 25 ¢

“Zn

- 20 +

ez

f:-_i,—

ar

w;__‘l 15
10
5
0 ! ! ! ! ! ! *

0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08

D (1/h)

Figura 24.- Nivel del ATP intracelular (umol ATP g mol C

(@), con etanol () y con hexosas (@) y las concentraciones estimadas de ATP en los medios
estandar (O), con etanol (D) y hexosas (<>) versus la tasa de dilucién (h™).

’1) medido en los medios estandar

biomasa
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Etanol

Pl
POOH,
ATP G6P ATP
Acetato
Acil- \/T
fosfato

ATP CO, P2

NADH?

Acido acético
Biomasa

Figura 25.- Esquema de la ruta metabdlica en el medio con etanol y acético como fuentes de carbono

En el medio estandar, los valores de mayor y menor tasa de dilucién corresponden a los
experimentos en los cuales se muestra una inhibicién del crecimiento y quizas, un mayor efecto del
consumo de ATP para mantenimiento. Los valores estimados de ATP intracelular presentan mayor

discrepancia en el medio con sacarosa como fuente de carbono.

Sacarosa
ATP \&
G6P Pl
Acetato A
NADH,
‘ . Acil-
Acido acético fosfato P2
ATP

CO,

Biomasa

Figura 26.- Esquema de la red metabodlica con sacarosa y acido acético como fuentes de

carbono.
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Esta forma del metabolismo se esquematiza en la Figura 26 y aquf resalta la importancia del
reservorio de acil-fosfato, que es un metabolito singular por su papel tanto como un nodo
importante en el flujo de carbono, como en el flujo de compuestos “activos”, pues su energia libre es

inclusive mayor que la del ATP (Wolfe, 2005).
V.2.3.- De los experimentos por lote.

Se realiz6 tres experimentos en modo intermitente durante 40 h de proceso, en reactores con
las mismas caracteristicas que los empleados para el proceso continuo. La composicién del medio
incluyé acético (aproximadamente 2 g/L) y sacarosa (con una concentracion inicial aproximada de 30
g/L) y una dotacién reducida de etanol (aproximadamente 2.5 g/L); la temperatura se mantuvo a 30

°C, y la aireacién a 0.3 vvm. Los resultados se muestran en las Figuras 27 a y b.
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20 25 30 35 40 45 50

Figura 27 a).- Proceso por lote de Gluconacetobacter entanii con glucosa (30 g L) v a baja

concentracién inicial de etanol (~ 2 g ") a 30 °C y 0.3 vvm de aireacién. Concentraciones de O,

glucosa; A, etanol, O, acido acético y X, biomasa.
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Figuras 27 b).- Proceso por lote de Gluconacetobacter entanii con glucosa (30 g L") y a baja
concentracién inicial de etanol (~ 2 g ') a 30 °C y 0.3 vvm de aireacién. Concentraciones de O,

glucosa; A, etanol; O, acido acético y X, biomasa. a) and b) son experimentos independientes.

El microorganismo muestra un comportamiento diduxico con consumo inicial de etanol,
produccioén de acido acético, pero sin consumir la sacarosa. El metabolismo entonces se encadené de
la forma esquematizada en la Figura 25, esto es, como los experimentos en reactor continuo con el
medio de 4cido acético y etanol.

Cuando el etanol se agota en el medio, inicia el consumo de sacarosa y, paralelamente, de
acido acético. El metabolismo ahora se articula como se muestra en la Figura 26, de manera

semejante a los experimentos continuos con el medio de hexosas y acido acético.
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Al igual que como se analiza mas adelante en los experimentos de Kornmann (Kornmann y
col., 2003b), la diauxia se presenta porque en el balance energético, el consumo de ATP (o de acil-
fosfato) es menor con el catabolismo de etanol (no se requiere para la incorporacién del etanol, pero
si se genera PQQH,, que regenerara ATP) que con el de hexosas (que consumen ATP para
incorporarse a la célula, pero no sufren oxidacién y por ende no generan cofactor reducido).

La ecuacién de conservacion del acil-fosfato es en general:

11 4

MA~P=,“L3_EMX_§

Empleando las ecuaciones 50 a 53 y los esquemas de las Figuras 16 y 17, la conservaciéon de

b, (58)

acil-fosfato es en la primera fase de la diauxia:

My p = Hp t Hpy = My (59)

y durante la segunda fase:

Hyp T Hp T Hp —Hs — Hg (60).

Lo expresado en un parrafo previo encuentra una expresion mas sintética en las ecuaciones
59 y 60. La relevancia de estas ecuaciones reside en el papel importante que el acil-fosfato revela
tener segun el presente analisis y que ameritara analizar en trabajo futuro.

Otros investigadores realizaron experimentos por lote. Por ejemplo, Kornmann y col.
(2003a), trabajando con Gluconacetobacter xylinus, encuentran que la producciéon de acetan es mayor en
un medio de cultivo con glucosa. Sin embargo una buena parte de esa glucosa (23 g de los 40
iniciales) se oxida a acido glucénico. El medio de cultivo empleado por estos investigadores no
contuvo etanol. Sin embargo ellos encuentran que la adicién de etanol al medio de cultivo inhibe la
velocidad de produccién de biomasa y miden una disminucién en la actividad de la ruta de la fosfo
transacetilasa y de la acetato cinasa, (lo que implica una inhibicién del consumo de etanol, lo que no
esta claro en la publicacién que se comenta, o una acumulacién de acetato, ya sea en el medio o en el
reservorio intracelular). Encuentran también una diauxia si se alimenta el medio con acido acético, el
cual es consumido preferentemente con producciéon de CO,. Tras agotar el acético, el
microorganismo consume la glucosa, aunque su tasa de crecimiento es menor.

Shigematsu.y col. (2005) desarrollaron una mutante de Gluconacetobacter xylinus deficiente en el
gen para la sintesis de la glucosa deshidrogenasa, buscando mejorar la sintesis de celulosa al evitar el
uso de la GOP para sintetizar acido glucénico. Si bien la cepa GDH- produjo mayor cantidad de

celulosa que la cepa control y con mayor rendimiento sobre glucosa (4.13 g/L versus 2.58 g/L y 0.1
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versus 0.00), la velocidad de consumo de glucosa y de crecimiento fueron menores. Los autores
explican la baja velocidad de consumo de glucosa como “quizas debida a una baja capacidad para el
consumo de glucosa”. En un medio con fructosa como fuente de carbono, no hallaron diferencias en
la producciéon de celulosa. Naritomi y col. (1998) encontraron que un medio de cultivo de Agua de
Cocimiento de Maiz y fructosa suplementado con etanol (10 g/L), mejoraba la tasa de consumo de
fructosa, la velocidad de crecimiento y la de produccién de celulosa, debido a niveles mayores de
ATP y de fructosa hexocinasa, aunque una concentracién de etanol de 15 g L inhibié el proceso.

Ishida y col. (2003), interesados en la producciéon de celulosa, hacen crecer a una cepa
mutante de Gluconacetobacter xylinus deficiente en la produccién de acetan, en un medio sélo con
fructosa como fuente de carbono y encuentran que disminuye la producciéon de celulosa y del
crecimiento. Los investigadores lo atribuyen a problemas de esfuerzo de corte en los reactores
agitados con los que experimentaron. Sin embargo, una analisis que considere no sélo el flujo de
carbono, sino asimismo el de la generaciéon de cofactores de 6xido-reduccion nos conduce a ver que
la sintesis de acetan implica la generacion de NADH, que conduce a la produccién de ATP cuando
aquél se reoxida en la cadena respiratoria. En ese medio, la ingesta de fructosa implica gasto de ATP
asi como la sintesis de celulosa; la sintesis de biomasa produce NADH, pero asimismo consume
ATP. La sintesis de acetan quizas mejore la resistencia de la particula al esfuerzo de corte en los
fermentadores, pero sin duda mejora el balance energético del metabolismo de Gluconacetobacter sp.

Krystynowiecz y col (2002) investigan la produccion de celulosa por Gluconacetobacter xylinus
en un medio con glucosa y hallan asimismo que la adicién de etanol al medio de cultivo incrementa el
crecimiento celular. La razén es similar: la ingesta de glucosa consume ATP (no asi la del etanol) y no
genera cofactor reducido (lo que si acontece al ingresar etanol). El balance energético es mas
favorable al consumir etanol.

Keshk y col. (2005) probaron también en experimentos por lote, la produccion de celulosa en
diversos medios. Pese a que trabajaron con Gluconacetobacter xylinus, en sus experimentos separan y
pesan todos los polimeros extracelulares (no sélo la celulosa), informando el resultado como
celulosa, y encuentran un rendimiento con gliceraldehido 50% mayor que el de la glucosa como
unicas fuentes de carbono. En sus experimentos con glucosa el pH sufre una caida pronunciada, lo
que no sucede en el caso del glicerol (o el inositol o la fructosa), lo que se explicaria por la oxidacion

periplasmica de la glucosa, a acido glucénico, por la cepa empleada.
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VI.- Conclusiones y perspectivas

Se presenta por primera vez el comportamiento del metabolismo integro de Gluconacetobacter
entanii en procesos continuo y por lote, al crecer en medios que contienen sacarosa, acido acético y
etanol, o sélo acido acético y etanol, o s6lo acido acético y sacarosa. Asimismo, este trabajo presenta
por primera vez capacidades metabdlicas no informadas previamente para Gluconacetobacter entanii,
como son la sintesis de celulosa y de un polisacarido hidrofilico, presumiblemente acetan.

En el trabajo se encontré que en el proceso continuo e independientemente de las fuentes de
carbono, en todos los casos se produjo celulosa y un polisacarido hidrofilico.

En proceso intermitente y con baja concentracién inicial de etanol, se encontré6 un
comportamiento diduxico atipico pues es generalizada la preferencia por glucosa sobre otras fuentes
de carbono, en tanto que en nuestros experimentos la fuente de carbono preferida fue el etanol.

El empleo de la bioquimica genérica de Gluconacetobacter spp es util para interpretar los
hallazgos en los experimentos en cultivo continuo e intermitente de Gluconacetobacter entanii, asi como
para analizar los resultados experimentales de los investigadores que han trabajado con otras especies
del género.

En particular, se muestra el funcionamiento del metabolismo integro de esta especie,
contrariamente a lo expuesto en los trabajos de Kornmann (2003) y de Shigematsu (2005) quienes
han postulado un metabolismo compartimentado en rutas de glicolisis superior (catabolismo del
etanol) e inferior (catabolismo de la glucosa). Nuestro trabajo muestra como ésta vision es sélo una
de las multiples posibilidades que el metabolismo integro de Gluconacetobacter entanii presenta.

El trabajo que se presenta incluye un modelo estequiométrico bajo el supuesto de
homeostasis en el metabolismo (estado cuasi-estacionario en la concentraciéon de los metabolitos
intermediarios de la bioquimica del microorganismo). El modelo puede resolverse para analizar la
tasa metabolica de la produccion y consumo del ATP en las reacciones agrupadas que describen el
funcionamiento del microorganismo En este modelo las reacciones futiles, que integran el
metabolismo de “mantenimiento” para el ATP, no son consideradas.

El modelo presentado se empleé para comparar las mediciones del nivel de ATP con las
estimaciones que el modelo predice usando las velocidades de consumo y produccion
experimentales. Con este ejercicio se logré una proximidad de orden de magnitud.

El modelo estequiométrico se empled asimismo para analizar los resultados experimentales
de investigadores que emplean ésta u otras especies del género. El modelo es util por hacer énfasis en

el flujo tanto de carbono como de potencial de 6xido-reduccion, clave para la economia energética
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del microorganismo. Se muestra as{ que las técnicas de ingenieria genética deben considerar no sélo
el flujo de carbono sino la conservacion de los compuestos energéticos del metabolismo.

La interpretacion de los resultados sefiala la importancia del acil-fosfato en la regulacién del
metabolismo integral de Gluconacetobacter entani.

El trabajo aporta las bases para el estudio del comportamiento cinético del metabolismo
integral de esta especie, lo que permitira desarrollar un modelo no estructurado de las células de
Gluconacetobacter entanii.

Sera interesante dilucidar la naturaleza quimica del polimero hidrofilico producido por
Gluconacetobacter entanii, asi como estudiar sus propiedades reoldgicas y de retencién de agua.

El modelo desarrollado esta limitado por el enfoque de homeostasis y no permite describir
los fenémenos dinamicos del metabolismo estudiado. Es necesario realizar experimentos para
establecer la cinética del consumo de acido acético, etanol, glucosa, fructosa y oxigeno,
describiéndola con expresiones cinéticas del tipo de Michaelis y Menten.

El estudio estequiométrico y el estudio cinético en conjunto sentaran las bases para
desarrollar un modelo del crecimiento de la biopelicula de este microorganismo.

Finalmente, desde el punto de vista del desarrollo de la producciéon del polimero extracelular,
resultarfa interesante experimentar con la supresion de los genes que regulan la dotacién del

complejo glucan-sintasa.
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VIII.- Apéndices
VIII.1.- La secuencia de las bases nucleotidicas del gen 16S rRNA del

microorganismo estudiado.

La secuencia de bases nucleotidicas para la cepa objeto de este estudio es la siguiente:

>gi| 11344595 | gb | AF192761.1 | AF19

————— CCCGT
AGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCACGTGCCGCGGTAATACGAAGGGGG
CTAGCGTT
GCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTGGACAGTCAGAT
GTGAAATTC
CTGGGCTTAACCTGGGGGCTGCATTTGATACGTACAGACTAGAGTGTGAGAG
AGGGTTGT
GGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTG
GCGAAGGC
GGCAACCTGGCTCATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTGGCTTAG
CCACTCA
GTGTCGTAGTTAACGCGATAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT
TGAAACTC
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AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGC
GCAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGGGGAGGCTGTGTTCAGAGATGAGCAT
TTCCCGCA
AGGGACCTCCTGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTAGTTGCCAGCATGTTTGGGTG
GGCACTC
TAAAGGAACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC
CTCATGGCC
CTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGAAGCCA
GGCAGCGA
TGCCGAGCTGATCTCAAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCG
GGTGCAT
GAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTGA

>ACE-NVZ2

TTANTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTGTCCATGGGTGGGGGATAACC
T
TGGGAAACCGAGGCTAATACCGCATGACACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTC
GCCTGTGG
AGGAACCTGCCTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGA
TGATCGAT
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AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGNCCAGAC
TCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATG
CCGCGTGT
GTGAAGAAGGTTTTCGGATTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGACGATGATGACG
GTACCCGC
AGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGG
CAAGCGTT
GCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTGTTACAGTCAGATG
TGAAATTC
CCGGGCTTAACCTGGGGGCTGCATTTGATACGTGACGACTAGAGTGTGAGAG
AGGGTTGT
GGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTG
GCGAAGGC
GGCAACCTGGCTCATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTGGCTTG
GCCATTCA
GTGTCGTAGTTAACGCGATAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT
TGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGC
GCAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGCGGAGGCTGTGTCCAGAGATGGGCAT
TTCTCGCA
AGAGACCTCCAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTAGTTGCCAGCACGTCTGGGTG
GGCACTC
TAAAGGAACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC
CTCATGGCC
CTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGAAGCCA
GGCAGCGA
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TGCCGAGCGGATCTCCAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCG
AGTGCAT

GAAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTC
CCGGGCCT

TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTGA

>gi| 6468292 | emb | AJ251110.1 |

---------- TACCCGC
AGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGG
CAAGCGTT
GCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTGTTACAGTCAGATG
TGAAATTC
CCGGGCTTAACCTGGGGGCTGCATTTGATACGTGGCGACTAGAGTGTGAGAG
AGGGTTGT
GGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTG
GCGAAGGC
GGCAACCTGGCTCATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTGGCTTG
GCCATTCA
GTGTCGTAGTTAACGCGATAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT
TGAAACTC
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AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGC
GCAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGCGGAGGCTGTGTCCAGAGATGGGCAT
TTCTCGCA
AGAGACCTCCAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTAGTTGCCAGCACGTCTGGGTG
GGCACTC
TAAAGGAACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC
CTCATGGCC
CTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGAAGCCA
GGCAGCGA
TGCCGAGCGGATCTCCAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCG
AGTGCAT
GAAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTC
CCGGGCCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTGA

>0i| 60418032 | dbj | AB205220.1 |

—————————————————————————— CACTTTCAGCGGGGACGATGATGACGGTACCCGC
AGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGG
CAAGCGTT
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GCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTGACACAGTCAGATG
TGAAATTC
CTGGGCTTAACCTGGGGGCTGCATTTGATACGTGGCGACTAGAGTGTGAGAG
AGGGTTGT
GGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTG
GCGAAGGC
GGCAACCTGGCTCATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTGACTTTG
TCATTCA
GTGTCGTAGTTAACGCGATAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT
TGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGC
GCAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGCGGAGGCCGTGTCCAGAGATGGGCAT
TTCTCGCA
AGAGACCTCCAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTAGTTGCCATCACGTCTGGGTG
GGCACTC
TAAAGGAACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC
CTCATGGCC
CTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGAAGCCA
GGTAGCGA
TACCGAGCCGATCTCAAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGA
GTGCAT
GAAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTC
CCGGGCCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTGA

>0i| 60418031 | dbj | AB205219.1 |
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ACTTTCAGCGGGGACGATGATGACGGTACCCGC
AGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGG
CAAGCGTT
GCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTGACACAGTCAGATG
TGAAATTC
CTGGGCTTAACCTGGGGGCTGCATTTGATACGTGGCGACTAGAGTGTGAGAG
AGGGTTGT
GGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTG
GCGAAGGC
GGCAACCTGGCTCATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTGACTTTG
TCATTCA
GTGTCGTAGTTAACGCGATAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT
TGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGC
GCAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGCGGAGGCCGTGTCCAGAGATGGGCAT
TTCTCGCA
AGAGACCTCCAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTAGTTGCCAGCACGTCTGGGTG
GGCACTC

79



TAAAGGAACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC
CTCATGGCC

CTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGAAGCCA
GGTAGTGA

TACCGAGCCGATCTCAAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGA
GTGCAT

GAAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTC
CCGGGCCT

TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTGA

>0i| 51968305 | dbj | AB166744.1 |

—————————————————————— AAAGCACTTTCAGCGGGGACGATGATGACGGTACCCGC

AGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGG
CAAGCGTT

GCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTGTTACAGTCAGATG
TGAAATTC

CCGGGCTTAACCTGGGGGCTGCATTTGATACGTGACGACTAGAGTGTGAGAG
AGGGTTGT

GGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTG
GCGAAGGC

GGCAACCTGGCTCATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGA
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TACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTGGCTITG
GCCATTCA
GTGTCGTAGTTAACGCGATAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT
TGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGC
GCAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGCGGAGGCCGTGTCCAGAGATGGGCAT
TTCTCGCA
AGAGACCTCCAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTAGTTGCCAGCACGTCTGGGTG
GGCACTC
TAAAGGAACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC
CTCATGGCC
CTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGAAGCCA
GGCAGCGA
TGCCGAGCGGATCTCCAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCG
AGTGCAT
GAAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTC
CCGGGCCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTGA

>0i[ 51968302 | dbj | AB166741.1 |

CTGGCTCAGAGCGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGCACGAACCTTT
CG

GGGTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTGTCCATGGGTGGG
GGATAACTT
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TGGGAAACTGAAGCTAATACCGCATGACACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTC
GCCTGTGG
AGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGA
TGATCGAT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC
TCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATG
CCGCGTGT
GTGAAGAAGGTTTTCGGATTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGACGATGATGACG
GTACCCGC
AGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGG
CAAGCGTT
GCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTTAACAGTCAGATG
TGAAATTC
CTGGGCTTAACCTGGGGGCTGCATTTGATACGTTGAGACTAGAGTGTGAGAG
AGGGTTGT
GGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTG
GCGAAGGC
GGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTGACTTTG
TCATTCA
GTGTCGTAGTTAACGCGATAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT
TGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGC
GCAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGCGGAGGCCGTGTCCAGAGATGGGCAT
TTCTCGCA
AGAGACCTCCAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTAGTTGCCATCACGTTTGGGTG
GGCACTC
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TAGAGGAACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC
CTCATGGCC

CTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGAAGCCA
GGTAGCGA

TACCGAGCCGATCTCTAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGA
GTGCAT

GAAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTC
CCGGGCCT

TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTGA
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VIII. 2. Sobre la cinética de consumo de nutrientes.

La relacion entre la concentracion intracelular de un metabolito y la tasa de asimilacién de un
sustrato por una enzima asociada a ese metabolito intracelular, es un mecanismo complejo. En
seguida, unas notas sobre esa interrelacién, tomado como ejemplo el consumo de etanol mediante su
oxidacién por la alcohol-deshidrogenasa.

Bioquimica.

El mecanismo conocido para el consumo del etanol involucra su oxidacién en la membrana
celular por la alcohol deshidrogenasa a acetaldehido y luego la oxidacion de éste por la acetaldehido
deshidrogenasa a 4acido acético. Ambas enzimas son quinoproteinas que utilizan la pirrolo
quinolinquinona como grupo prostético. Haciendo una sola reacciéon de ambas, la reaccion serfa:

2ADH - 2PQQ — C,H50H — H,0 + C,H,0, + 2 PQQH, + 2ADH= 0. (A-2.1)

Hipoétesis del mecanismo de reaccion.

Suponiendo el siguiente mecanismo para la reaccion agrupada:

E+2A4DH +2PQQ T E ~(Q~ ADH), = Enz] (A-2.2)
k3

E~(Q-ADH), = Enz\g= = Enz2 = A~ (QH, - ADH), (A-2.3)

A~(QH,— ADH), = Enz2g==> A+2PQQH, +2ADH (A-2.4)

ADH = Enz1+Enz2+ADH (A-2.5)

Expresion cinética.
Haciendo la conservacion de masa de las especies pertinentes, y considerando a la reaccion de

la ecuacién A-2.2, como la mas lenta, llegamos a

W - u;{iiCE (A2.6)
E 0
En A-2.6 ug,, la maxima velocidad de consumo de etanol resulta de agrupar a £, (la
constante de la reaccién en sentido positivo de la incorporacién del etanol (ecuacion A-2.2)
multiplicando a ADH, la dotacién total intracelular de la “alcohol deshidrogenasa” (en nuestro
agrupamiento, la suma de la alcohol deshidrogenasa y la aldehido deshidrogenasa totales).

En nuestra expresion A-2.6, la concentracién extracelular de etanol es la wvariable

independiente. Pero, ¢cuil es la relacion entre &, y pg?
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Ky es funcién de €,y la cual a su vez es funcién de la dotaciéon del gen que codifica la
sintesis de alcohol- y aldehido-deshidrogenasas y de su nivel de expresion, las cuales dependen del
nivel de algiin metabolito ciclico. Pero a su vez, €, no es constante ni es independiente. Savinell y
Palsson (1992a, en Cortassa, 2002) proponen de manera general la siguiente formalizacion para
estimar el nivel de un metabolito:

de .

LTy — A-2.7
% n-p

En la ecuacién anterior I' es la matriz /*m de los coeficientes estequiométricos de los ;

metabolitos considerados en m flujos metabélicos, [ es el vector de los m flujos metabdlicos y B es
el vector de los flujos biosintéticos conocidos.
En el caso general del metabolismo, esto es, 7o considerando el estado estacionario de los metabolitos
intracelulares:
de

0
— + 2 — A-2.8
dl' ,“’LQform d),"LO ,“’LE

En A-2.8 W, es la tasa metabodlica de sintesis de #ovo de la PQQ, ¢ es la proporcion del

oxigeno reducida por la PQQ y p, es la tasa especifica de consumo de oxigeno. Se considera el
cambio del nivel intracelular de PQQ como la variable dependiente y la tasa especifica de consumo
de etanol, como la variable independiente.

Esto debe ser analizado considerando los tiempos de relajacion de las velocidades
metabolicas involucradas. En A-2.7, por ejemplo, el impacto de las velocidades B, cuyo tiempo
caracteristico es de horas, no tienen un impacto tan grande si se estan analizando las velocidades
catabdlicas, cuyo tiempo significativo es de minutos. En un analisis de este orden, e/ nivel metabilico
intracelular, no es la variable independiente.

Sobre esta base pretendemos desarrollar el modelo objeto de esta tesis en sus aspectos

cinéticos.

(E, C,H,O, Etanol; Q, Pirrolo quinolinquinona, (PQQ); ADH1, Alcohol Deshidrogenasa; S,
la quinoproteina Alcohol Deshidrogenasa; E-S;, el complejo Etanol - quinoproteina; ADH2,
Acetaldehido deshidrogenasa; A,, Acetaldehido; S,, la quinoproteina Acetaldehido deshidrogenasa;
Ay —S,, el complejo Acetaldehido quinoproteina; A, Acido acético (C,H,0,), X= Biomasa;

C,, Concentraciéon de “17;i = E, A, X;
g concentracion intracelular de 57, j = Q, ADH.).
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VIII. 3. La caracterizacion del biorreactor empleado.

El modelo del biorreactor.

El biorreactor se model6 como se ha mostrado en la Figura 2 del texto principal. Se
consideran tres fases: la fase liquida en la cual se encuentran disueltos sustratos clave para el bio-
proceso (sacarosa, glucosa y fructosa, etanol, acido acético y las sales minerales), y en la cual también
se encuentran en suspension las burbujas de aire asperjado mediante los difusores de vidrio poroso y
las particulas de la biopelicula (compuestas por los polimeros extracelulares y las células dispersas en
éstos y que los producen).

La conservacion de masa en la fase liquida para cualquier componente 7 se describe mediante
una ecuacion de la forma siguiente:

acumlacion de i= entrada de i + transporte interfasial — salida de i.

En términos matematicos:

dcC,
0p7 =0C, +V, k a,.(C/=C)+V, V., k.ay,, (C ,bp -C)-0C, (A3-1).

En la ecuacion A3-1 se consideran dos fenémenos de transporte interfasial; el segundo
término del segundo miembro de la ecuacién expresa el transporte gas-liquido (transferencia del
oxigeno del gas al liquido o del etanol y el acético del liquido al aire) en tanto que el tercer miembro
expresa el transporte liquido-biopelicula para los sustratos (oxigeno, etanol, sacarosa, glucosa,
fructosa y acido acético). Dividiendo entre el volumen de operacion, la ecuacion sera:

dC,

—"=D(Cl.a —Cl.)+k a,,(C; —C)+k, ay,, (C

- -C) (A3-2)

ibp

El transporte dentro de la biopelicula se describe segun la difusién fickeana de la siguiente

forma:

oC, o°C,
pr5=8prefﬁ?—8bpl’; (A?)—?))

Esta ecuacién es valida para un grosor de biopelicula, z, entre 0 y /,. En esta frontera, se

o

requiere la continuidad de flujo entre fases por lo que:

oC,
—k,a,,(C,, —C))=¢,,D,, 81 (A3-4)

En los experimentos realizados, el tiempo de relajacion para el fendmeno difusivo (tiempo
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caracteristico) considerando a la glucosa (cuya Difusividad es la menor de los metabolitos
considerados) es de 0.16 h, en tanto que el tiempo caracteristico de la reaccion de crecimiento celular
es de ~ 12.5 h, esto es, dos 6rdenes de magnitud mayor, por lo que es el fendémeno que gobierna el

proceso

En esta circunstancia el biorreactor se puede modelar como un reactor seudo homogéneo,
considerando al microorganismo como células libres y al conjunto de la biomasa como una fase

continua en el liquido.
De lo anterior, la conservaciéon de masa para el componente 7 se escribe:

dC. .
. T;ZD(Cm —C)+kya,;(C —C)+r, (A3-5)
a,, area interfacial especifica; C, concentracién del componente 7 Deff;, coeficiente de
difusion efectiva del componente 4. K, coeficiente volumétrico de transferencia de masa en la
interfase; (), flujo volumétrico del liquido con nutrientes; I/, volumen del reactor; g, distancia
axial de la bio — pelicula; /,,, grosor medio de la particula de biopelicula y 7, 1a tasa volumétrica

de reaccion.

La medicion del Coeficiente Global de Transferencia de Masa.

kray. fue medida a diversas velocidades de aireacion de acuerdo con el procedimiento

descrito en Materiales y Métodos, como se muestra a continuacion y de acuerdo con la ecuacion 4.
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Los valores de la pendiente (k;ay) de la recta de ajuste estan en s”. Los valores (calculados en

h™) se tabulan en seguida:
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vvm (min’)

0.1

0.2

0.4

0.6

0.8

1

k;ay (hil)

1.53

3.79

7.75

11.86

17.26

18.75

Tabla A3-1. Los valores de k;ay calculados de las pendientes de la linealizacién de los datos

experimentales de concentracion de oxigeno a diversas tasas de aireacion.

De igual manera se calcularon los valores de k; ay para la desorcién de etanol y acido acético,

a la tasa de aireacion seleccionada, midiendo la concentracién de etanol y de acido acético remanente

en solucién a diversos tiempos. Los valores calculados fueron de 0.05 y 0.02 h™' para el etanol y para

el acido acético, respectivamente.
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VIII.4.- “The unified biochemistry of Gluconacetobacter entanii en

batch and continuous processes”.
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