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RESUMEN.

Los cultivos de alta densidad celular (CADC) son una de las estrategias mas utilizadas para la
produccion de biomoléculas por Escherichia coli. Anteriormente, ha sido demostrado que una
cepa de E. coli modificada en su sistema de transporte de sustrato es capaz de lograr alta
densidad celular cuando es cultivada en modo lote, presentando una disminucion importante
en el sobreflujo metabdlico. Utilizar concentraciones elevadas de glucosa elimina el problema
de gradientes de sustrato y de heterogeneidad en el medio. Sin embargo se requieren grandes
cantidades de oxigeno para metabolizar dicho sustrato, ocasionando condiciones

microaerobias después de algunas horas de cultivo.

En este trabajo se analizo el efecto que la expresion del gene vgb que codifica para la
hemoglobina VHb (proveniente de la bacteria Vitreoscilla stercoraria) produce en una cepa de
E. coli con el sistema PTS (sistema natural encargado de transportar la glucosa al interior de la
célula) inactivado y con el sistema GalP sobreexpresado en cultivos en modo lote con elevadas

concentraciones de glucosa.

En condiciones de cultivo completamente aerobias (con 10 g/L de glucosa) la presencia de la
hemoglobina VHb presentd6 mayores ventajas para la cepa nativa, la cual presenta cantidades
similares de biomasa, rendimiento y velocidad especifica de crecimiento a las registradas para
la cepa con el sistema de transporte modificado y con expresion de vgh, pero presenta una

disminucion importante en el sobreflujo metabdlico.

En cultivos en modo lote con 25 g/L de glucosa, la combinacion de la expresion de vgb y la
modificacion en el sistema de transporte de sustrato dio como resultado un aumento del 33%
en la produccion de biomasa en comparacion con la cepa nativa (W3110) sin hemoglobina.
Cuando se utilizaron 50 g/L de glucosa, la expresion de la hemoglobina en la cepa modificada
permitié6 un aumento en la produccién de biomasa del 11% en comparacion con la cepa
W3110. La expresion de vgb en cultivos en modo lote también produjo un incremento en las
velocidades especificas de crecimiento en fases aerobias (30%) y en fases microaerobias

(200%).



1. INTRODUCCION.

Esta tesis se encuentra organizada de la siguiente manera: el capitulo 1 presenta las
generalidades del tema de manera resumida; la importancia de los cultivos de alta densidad
celular de Escherichia coli asi como la problematica general de esta estrategia. Asi mismo se
aborda mas a fondo los problemas de sobreflujo metabdlico y de transferencia deficiente de
oxigeno y las soluciones que se les han dado hasta el momento. También en este capitulo se
presentan los objetivos hipotesis y justificacion de este trabajo. El capitulo 2 detalla los

arreglos experimentales y las metodologias analiticas empleados en el desarrollo del proyecto.

El capitulo 3 presenta en cuatro sesiones los estudios que se realizaron. En la primera se
describen los resultados y la discusion de experimentos dirigidos a comprobar la presencia del
gene vgb en el plasmido pNKDI, la construccion de las cepas W3110 vgb y vgb™ y VH33
vgb™ y vgb™ y la expresion del gen vgb en las cepas W3110 vgh™ y VH33 vgb™. La segunda
seccion muestra los resultados obtenidos y las discusion correspondientes a las cepas W3110
vgb™ y vgb™ y VH33 vgb™ y vgb™ crecidas en condiciones de cultivo aerobias en modo lote
usando un medio complejo adicionado con 10 g/L. de glucosa. La tercera y cuarta seccion
presentan el comportamiento y analisis de éste de estas cepas en condiciones de cultivo con
una fase aerobia y una fase microaerobia, cultivadas en modo lote crecidas con un medio

complejo adicionado con 25 g/L y 50 g/LL de glucosa respectivamente.

En el capitulo 4, se presentan las conclusiones generales sobre el trabajo. Finalmente, en el
capitulo 5 se discuten algunas perspectivas sobre el drea de investigacion en general y sobre

los resultados obtenidos en particular.
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1.1 Antecedentes

1.1.1 Cultivos de alta densidad celular de Escherichia coli.

Debido a la relativa facilidad con la que puede producir proteinas heterdlogas (Korz et al.,
1995; Jana y Deb, 2005) y a sus caracteristicas genéticas, moleculares y fisioldgicas, la
bacteria anaerobia facultativa Escherichia coli es el procarionte mas utilizado a nivel industrial
para la produccion de biomoléculas con valor econémico elevado. Entre estas moléculas se
encuentran la insulina, interferones, hormona de crecimiento (Lee, 1996), ADN plasmidico
(Riesenberg y Guthke, 1999; Lara y Ramirez, en prensa), enzimas, entre otras (Flores et al.,

2004).

Para disefiar cultivos de E. coli altamente productivos se deben de tomar en cuenta algunos
parametros como: la concentracion de biomasa alcanzable, la fuente de carbono usada para el
cultivo, la velocidad especifica de consumo de sustrato (Qs), el rendimiento biomasa-sustrato
(Yys) vy la velocidad especifica de crecimiento (p). La concentracion de biomasa se encuentra
directamente ligada, en la mayoria de los casos, con la concentracion de producto formado.
Por ello, una de las estrategias mas usadas para mejorar la productividad en cultivos de E. coli
es el Cultivo de Alta Densidad Celular (CADC) donde se obtienen concentraciones de
biomasa (medida como peso seco) de al menos 40 g/L, aunque se han reportado
concentraciones de biomasa mayores a 150 g/l (Markl et al., 1993). La concentracion de

biomasa alcanzable puede mejorarse de acuerdo a la estrategia de cultivo usada.

Aunque E. coli puede utilizar diferentes fuentes de carbono para su crecimiento, a nivel
industrial el sustrato comunmente usado es la glucosa (Flores et al., 1996; Van de Walle y
Shiloach, 1997) por su bajo costo (Kayser et al., 2005) y por su impacto en las velocidades de
crecimiento, productividad y rendimiento biomasa en sustrato (Gosset, 2005). El rendimiento
celular o rendimiento biomasa en sustrato (Yys) mide la cantidad de biomasa que puede

producirse por unidad de masa de sustrato consumido (usualmente la fuente de carbono y

12



energia) y varia en funcion de las condiciones del cultivo, de la fisiologia de la célula y su

metabolismo.

El desarrollo y operacion de CADC de E. coli a nivel industrial presenta una serie de retos
(mostrados en la Tabla 1.1) que en algunos casos no han sido solucionados satisfactoriamente

o cuya solucidn, eleva el costo de produccion.

Tabla 1.1. Principales retos de los CADC de E. coli y algunas soluciones propuestas.

Sobreflujo metabodlico - Cultivo en modo lote alimentado (Fed-Batch), de tres tipos:
(Lee, 1996; Riesenberg y Guthke, | *Con alimentacion constante: Se suministran los nutrientes a una
1999) velocidad predeterminada y constante. La u disminuye

constantemente (Lee, 1996).

*Con alimentacion creciente lineal: También disminuye p a lo
largo del cultivo, aunque en menor grado (Lee, 2006).

*Con alimentacion creciente exponencialmente: Permite controlar
4 aun valor constante (Lee, 1996).
- Ingenieria metabolica (De Anda et al., 2006; De Mey et al., 2007)

Elevacién de calor por agitacion y | - Las células se crecen por debajo de su ziax (Lee, 1996).

produccion metabolica - Se utilizan sistemas de enfriamiento.
(Lee, 1996; Jana y Deb, 2005).

Formacion y  acumulacion  de | -Didlisis (Mérkl et al., 1993).

subproductos metabolicos inhibidores | -Disminuir la temperatura dentro de un rango de 30 a 26°C (Lee,
(Korz et al.,1995; Riesenberg y | 1996).

Guthke, 1999). -Controlar la u (Lee, 1996).

-Ingenieria metabolica (De Anda et al., 2006; Lara et al., 2008).
-Limitar el suministro de la fuente de carbono (Riesenberg y
Guthke, 1999).

Alta demanda de oxigeno -Aumentar la velocidad de agitacion (Lee, 1996; Matsui et al.,
(Riesenberg y Guthke, 1999; Matsui et | 2006).
al., 1989). -Suministro de oxigeno puro (Lee, 1996).

-Ingenieria metabolica (Lee, 1996).

-Presurizacion (Knoll et al., 2007; Knabben et al., 2010; Lara et al.,
2011).

-Suministro de aire enriquecido con oxigeno (Knoll et al., 2007,
Lara et al., 2008).

De entre los retos mostrados en la tabla 1.1, dos de ellos son particularmente importantes: el
sobreflujo metabdlico y la transferencia de oxigeno. Ambos se abordan con mas detalle en las

siguientes secciones.

13



1.1.2 Sobreflujo metabdlico en Escherichia coli.

Uno de los requisitos para lograr CADC de E. coli es usar grandes cantidades de glucosa o de
fuente de carbono que seran convertidas en células. En la practica, no es adecuado suministrar
la fuente de carbono necesaria (p. €j., de 40 hasta méas de 200 g/L de glucosa) al inicio del
cultivo debido a que aun en condiciones completamente aerobias, dicha bacteria acumula
acetato cuando es cultivada a una elevada gs (Vemuri et al., 2006; Xu et al., 1999; Akesson et
al., 2001) y/o con altas velocidades especificas de consumo de oxigeno ((o.) (Korz et al.,

1995). Este fendmeno es conocido como sobreflujo metabolico.

Un porcentaje importante de la glucosa (del 15 al 30%) presente en un cultivo puede
desperdiciarse en la formacion de acetato por sobreflujo metabolico (Wolfe, 2005; Farmer y
Liao, 1997). La produccion de acetato es altamente indeseable porque induce en E. coli una
serie de respuestas como reduccion en la u (incluso en concentraciones tan pequeias como 30
mg/L) (Wolfe, 2005; Eitman y Altman, 2006), baja en la productividad, disminucién de la
biosintesis (Kleman y Strohl, 1994; Luli y Strohl, 1990; Lara et al., 2008), alteraciones en la
curvatura del ADN (Eitman y Altman, 2006), reduccion de fosfoenolpiruvato (PEP, precursor
de compuestos aromaticos de interés industrial) y pH (Flores et al., 2002; Kleman y Strohl,

1994) y por representar un desperdicio de sustrato (Wolfe, 2005; Lara, 2011).

Los efectos anteriores se presentan principalmente debido a que el acetato ocasiona un
desacoplamiento en el metabolismo de E. coli. A pH neutro, el acetato se presenta en dos
formas: ionizada (CH3COQ) y protonada (CH3;COOH) (Luli y Strohl, 1990). La segunda
forma, debido a su baja naturaleza lipofilica, puede cruzar la membrana celular y actuar como
un desacoplador de protones convirtiéndose en una sustancia toxica (Luli y Strohl, 1990).
Una vez que esta forma se encuentra en el interior de una célula con un pH mayor (ca. 7.5)
respecto al entorno exterior, se disocia en CH;COO" y H', ocasionando una disminucion en el
pH intracelular. Cuando esto sucede, en el exterior se produce mas CH3;COOH causando en el
medio de cultivo un flujo neto de iones hidrogeno. Sin embargo, el pH externo no presenta
cambios drasticos debido a que en un biorreactor se mantiene controlado. En el interior de la

célula con la reduccion del pH se produce un efecto desacoplante. Las concentraciones de

14



acido acético no disociado mayores a 30 mg/L inhiben el crecimiento de E. coli (Luli y

Strohl, 1990), aunque pueden existir variaciones entre cepas.

La cantidad de acetato producida en un cultivo puede variar de acuerdo a la cepa cultivada
(Kleman y Strohl, 1994; Van de Walle y Shiloach, 1998), a la composicién del medio de
cultivo, la cantidad de fuente de carbono presente y a la eficiencia y homogeneidad de
propagacion del mismo (Akesson et al., 2001; Shiloach et al., 1996). Luli y Strohl (1990)
reportan diferencias importantes en el acetato producido por diversas cepas de E. coli
cultivadas en matraces agitados con medio SD-7 adicionado con 5 g/L de glucosa (E. coli
JM105 0.35 g/L y E. coli MC1060 0.92 g/L). Carlson y Srienc (2003) observaron una relacion
directamente proporcional entre la (s de glucosa y la velocidad especifica de formaciéon de
acetato (Qacetato) €n un cultivo de E. coli en modo lote, empleando medio minimo con glucosa.
Se observo que cuando la gs vario de 9.77 a 12.87 mmol/g h, 1a Qacetato aumentd de 12.6 a 16.1

mmol/g h.

La concentracion de glucosa en el medio de cultivo influye no solo en la formacion de acetato
sino también en su reutilizacion (Kleman y Strohl, 1994). Cuando ésta es baja, el acetato
puede ser re-metabolizado o reutilizado en etapas avanzadas del cultivo cuando la glucosa ha
sido casi o completamente consumida (Kleman y Strohl, 1994). Este fenomeno se presenta
por accion de la enzima isocitrato liasa (ICL) (fig. 1.1) que se activan cuando el flujo de
carbono de la glucolisis al Ciclo de Acidos Tricarboxilicos (CAT) es bajo (Farmer y Lio,

1997; Van de Walle y Shiolach, 1998).

El sobreflujo metabolico normalmente es atribuido a un desbalance entre la via glicolitica y la
del CAT. La velocidad de reaccion de la glicolisis superaria a la del CAT, conduciendo a la
acumulacion de acetil-coenzima A (AcCoA), la cual es convertida a acetato por la piruvato
cinasa y la transcetilasa (Eitman y Altman, 2006; Akesson et al., 2001) (fig. 1.1). Dicho de
otra forma, el acetato se produce cuando la gs es mayor que la de su conversion en biomasa y

CO; (Kleman y Strohl, 1994).
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El sobreflujo metabodlico es controlado por diferentes vias metabolicas (fig 1.1): la via PTA-
ACK encargada de fosforilar el AcCoA y convertirlo a acetato por accion de las enzimas
acetato cinasa (Ack) y acetil fosfotransferasa (PTA) (Shiloach et al., 1996; Van de Walle y
Shiloach, 1998; Kirkpatrick et al., 2001); la ruta de glioxilato en la que las enzimas ICL
(isocitrato liasa) y MAS (malato sintetasa) transforman el isocitrato y AcCoA a Malato y la
via Acs que controla el flujo del acido acético al CAT, regulada por la acetil-CoA sintetasa

(Acs) (Kirkpatrick et al., 2001; Van de Walle y Shiloach, 1998).

Glucosa
GLUCOLISIS
4
Piruvato ========================s=s- ! Figura 1.1 Principales rutas
CoASH +NAD y~FAD metabélicas involucradas en la
@H @B produccion y consumo de acetato
CO+NADH+H INCO+FADH+H en condiciones aerobias. Las
Acetll-CoA > Acé/tato reaccioqes de PTA y ACK del
< - === metabolismo de acetato (mostradas
Malato ) Citrato ACS con un recuadro negro)
®— | MAS transforman el exceso de AcCoA
\\ IcL en acetato. La ruta del glioxilato se
N — muestra en recuadros blancos. La
Succinato gIIOXIIat? . enzima ACS se (recuadro gris) es
“lsocitrato la encargada de transformar al
\ o , acetato en AcCoA para su
Succinil- reasimilacion.
CoA

El problema del sobreflujo metabdlico ha sido atacado desde distintos enfoques, logrando
diferentes grados de éxito. Existen dos grandes enfoques que se han desarrollado: el primero
se orienta al modo de operacion del cultivo, y el segundo se enfoca a efectuar modificaciones

moleculares para reducir el sobreflujo metabolico (De Anda et al., 2006).

1.1.2.1 Estrategias tipicas de cultivo para reducir el sobreflujo metabdlico.

El sobreflujo metabolico puede evitarse manipulando variables ambientales para reducir la (.
Se utilizan alternativas como: disminuir la temperatura del cultivo a un rango de 30-26°C

(Lee, 1996); suministrar la fuente de carbono a una tasa que evite la formacion de acetato
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(Korz et al., 1995 y Lara, 2011); modificar la composicion del medio de cultivo; sustituyendo
la glucosa por otro sustrato que produzca menos acetato como glicerol, manosa o fructosa
(Kleman y Strohl, 1994), o usar un medio definido en lugar de uno complejo (Kleman y
Strohl, 1994). Todas las estrategias mencionadas, reducen el valor de u y por lo tanto pueden

reducir la productividad global del cultivo.
1.1.2.2. Estrategias moleculares para reducir el sobreflujo metabdlico

Se han realizado modificaciones moleculares en el metabolismo central de carbono para
disminuir la produccion de acetato (Eiteman y Altman, 2006). Las tres estrategias mas usadas
son: modificaciones que reducen directamente la gs de glucosa (que se abordaran con detalle
mas adelante), alteraciones que disminuyen el fluyjo de carbono a acetato y las
transformaciones que redirigen los mecanismos metabodlicos y de regulacion de formacion de
acetato a vias alternas (De Anda et al., 2006; Eiteman y Altman, 2006). Esta tltima ha
producido resultados satisfactorios, como en el caso de la sobreexpresion de la enzima
fosfoenolpiruvato carboxilasa donde se reporta una reduccion hasta del 60% en la produccion

de acetato sin afectar significativamente el crecimiento de E. coli (Farmer y Liao, 1997).

En el presente trabajo se utilizara una cepa de Escherichia coli con el sistema de transporte de
glucosa modificado para reducir el sobreflujo metabolico, por lo que a continuacion, se

profundizara un poco mas en este tema.
1.1.2.2.1. Cepas de Escherichia coli modificadas en el sistema de transporte de glucosa

Una de las estrategias mas eficientes para reducir la entrada de glucosa a la célula es
desactivar el sistema de fosfotransferasa (PTS) que es el sistema natural de E. coli para
realizar esta funcion (Flores et al., 2002; Hernandez-Montalvo et al., 2003; Gosset, 2005). Sin
embargo, la reduccion de la tasa de internalizacion de glucosa también reduce la velocidad de
de crecimiento inclusive en porcentajes mayores al 40% (Flores et al., 2002). Esta desventaja
puede contrarrestarse con el aumento en la expresion de un sistema alternativo de transporte

de glucosa (Gosset, 2005). Tal es el caso de la cepa E. coli VH32 GalP" que presenta el
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fenotipo PTS™ Glc", aun cuando es incapaz de introducir glucosa por el sistema PTS, es capaz

de crecer en un medio con este carbohidrato (Hernandez-Montalvo et al 2003).

La cepa E. coli VH32 GalP" fue construida a partir de la cepa silvestre W3110 (Hernandez-
Montalvo et al 2003), tiene el sistema PTS inactivado (mediante la inactivacion del gene
ptsH) y el promotor natural del gen de la enzima permeasa de galactosa (GalP) sustituido por
el promotor trc que es mas fuerte y permite una sobreexpresion de dicha enzima (Hernandez-
Montalvo et al., 2003; De Anda et al., 2006). Por lo tanto, la glucosa es introducida a través
de la permeasa de galactosa en vez del sistema PTS (fig 1.2.) (Flores et al., 2002), lo que
reduce el flujo glucolitico y con ello el sobreflujo metabdlico. En el sistema de transporte
PTS, el transporte de glucosa y la fosforilacion ocurren simultaneamente, presentando una
velocidad de reaccion de 126 pmol/min gpror (Gosset, 2005), mientras que el sistema GalP es
mas lento presentando una velocidad de reaccion de 15.6 umol/min gprot (Gosset, 2005) lo que
permite una formacion de acetato menor con un bajo impacto en la velocidad de crecimiento,

(Gosset, 2005).

CEPAW3110
GLUCOSA PTS G6P— 2PEP ny AcCoA/* TCA Figura 1.2. Principales diferencias

en el metabolismo de carbono

entre la cepa silvestre W3110 (A) y

la cepa VH32 GalP™ (B). Como se

ACETATO A observa, la cepa VH32 GalP" tiene

inactivado el sistema PTS y utiliza

CEPA VH33 la GalP para introducir la glucosa.
Esta estrategia permite que la

GLUCOSA- GALP ~ G6P— 2PEP Pyr— AcCoA TCA velocidad de con la que la glucosa

se introduce sea menor y se
presente a su vez un menor
B desacoplamiento entre la glucolisis

y CAT, produciendo una menor
ACETATO cantidad de acetato.
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Otra ventaja del sistema GalP es el ahorro de fosfoenolpiruvato (PEP). Mientras que el
sistema PTS gasta un mol de glucosa y un mol de PEP para formar 1 mol de glucosa-6
fosfato, el transporte a través de GalP gasta 1 mol de glucosa y un mol de ATP para formar
este mismo compuesto (Gosset, 2005). El PEP funciona no solo como un precursor de
compuestos aromaticos y aminoacidos de importancia industrial sino también como un
regulador alostérico para otras rutas metabodlicas (Flores et al., 1996; Flores et al., 2002;
Gosset et al., 2005) por lo que la cepa VH32 GalP" presenta un valor agregado para ciertos

procesos industriales.

Se tienen reportes en los que la cepa VH32 GalP" crecida a bajas concentraciones de glucosa
(0.2 g/L) presenta una u menor (en un 11%) que la de W3110 (Hernandez-Montalvo et al.,
2003). Esta velocidad de crecimiento puede incrementarse aumentando la expresion del
promotor de GalP (Hernandez-Montalvo et al., 2003). Aun mejor, si se combina la expresion
de GalP con la sobreexpresion de glucocinasa (Glk), se produce un aumento de un 16% en la
velocidad de crecimiento reportada para VH32 GalP" (Hernandez-Montalvo et al., 2003), sin
embargo, el uso de las dos enzimas podria revertir el reducido sobreflujo metabolico presente

solo con GalP.

Lara y col. (2008) reportaron el cultivo de alta densidad celular de la cepa VH32 GalP" en
modo lote empleando concentraciones de glucosa tan altas como 100 g/L. Segin dicho
reporte, VH32 GalP" crecié un 54% mas (52 g/L) que la cepa nativa, produjo 2.10 veces més
de proteina recombinante (8.29 g/L) y solo el 15% de acido acético (2 g/L), mientras que

mantuvo una velocidad de crecimiento similar a la de la cepa W3110 (0.6 h'l)

La cepa VH33 es derivada de VH32 GalP", a la que se extrajo el gene de resistencia a
kanamicina. Esta cepa ha sido usada exitosamente en cultivos en medio mineral empleando
hasta 130 g/L de glucosa, mientras que la produccion de acetato fue menor a 0.4 g/L
(Knabben et al., 2010). La cepa VH33 también ha sido empleada para la produccion de ADN
plasmidico en medio mineral con 100 g/L de glucosa inicial. En dichas condiciones, la
produccion de ADN plasmidico de VH33 fue del doble que la de su cepa silvestre (Soto et al.,
2011).
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La cepa VH33 representa una alternativa para mejorar la productividad de los cultivos
tradicionales al presentar un muy bajo sobreflujo metabdlico y crecer a velocidades méximas
de crecimiento cercanas a la de su cepa progenitora. Sin embargo, al tener una elevada
concentracion de biomasa que crece a velocidades relativamente altas, se presenta un nuevo
problema: la necesidad de una mayor velocidad de transferencia de oxigeno (VTO) al medio
de cultivo, pues la disponibilidad de oxigeno en un cultivo afecta directamente la velocidad de
crecimiento de E. coli, (Mc Daniel et al.,1965; Belo et al., 1998), la produccion de proteina
recombinante (Belo et al., 1998), modifica directamente la velocidad y la ruta que sigue la
fuente de carbono disuelta en el medio de cultivo (Smith et al., 1983) y como consecuencia,
ocasiona la produccion de subproductos que representan un desperdicio de sustrato (Xu et al.,
1999; Bollinger et al., 2001; Sandoval-Basurto et al., 2004;). A continuacion se abordaré este

tema asi como algunas de las estrategias que se han utilizado para tratar de resolverlo.

1.1.3. Efectos de una transferencia de oxigeno deficiente en cultivos de Escherichia coli.

En cultivos de la bacteria aerobia facultativa E. coli, la disponibilidad de oxigeno es
importante para evitar situaciones de estrés que activen la expresion de sus genes de enzimas
fermentativas y la produccion de subproductos toxicos parcialmente oxidados (Becker et al.,
1997). Bajo condiciones de anaerobiosis o microaerobiosis, E. coli presenta un metabolismo
fermentativo, produciendo una mezcla de 4cidos organicos (lactato, succinato, formato,
acetato) y etanol como subproductos de desecho que pueden reducir el rendimiento y
productividad del proceso o inhibir el crecimiento del microorganismo (Knoll et al., 2007).
Dado que dichos productos se encuentran parcialmente oxidados, su produccion representa un
desperdicio de la energia que podria producirse por la oxidacion de la fuente de carbono a
CO, bajo condiciones completamente aerobias. En un biorreactor pueden alcanzarse
condiciones microaerobias cuando la demanda de oxigeno del cultivo supera la capacidad de
transferencia en el biorreactor. En la escala industrial pueden encontrarse regiones con
limitaciones de oxigeno (Lara et al., 2006). Exposiciones tan breves como 2 s a condiciones
microaerobias son suficientes para activar el metabolismo fermentativo en E. coli (Lara et al.,

2006).
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Garantizar condiciones aerobias en cultivos de alta densidad celular es un reto a cualquier
escala (ver tabla 1.1). Uno de los principales problemas para transferir oxigeno a un cultivo es
la solubilidad de dicho gas en el agua (aproximadamente 7 mg/L a temperatura y presion
ambiente) (Matsui et al., 2006). La solubilidad del oxigeno disminuye por la presencia de
sales, incremento de temperatura y el uso de antiespumantes. Adicionalmente, mientras
aumenta el nimero de células, también aumenta la demanda de oxigeno. Sin embargo, existen
pocas alternativas para incrementar eficientemente la velocidad de transferencia de oxigeno
(VTO) en un biorreactor convencional, ya que variables como la velocidad de agitacion y la

velocidad de aireacion pueden variar solo entre margenes relativamente estrechos.

De acuerdo a Sandoval-Basurto y col. (2004), cuando se presentan valores de tension de
oxigeno disuelto (TOD) menores al 10% de saturacion, se provocan desviaciones metabolicas
(metabolismo fermentativo) y efectos fisiologicos indeseables, razon por la cual mantener la
TOD por arriba de dicho valor critico es crucial para el buen desempefio y desarrollo de
cultivos de E. coli. La go, en un cultivo puede variar de acuerdo al medio de cultivo utilizado
y a la cepa de E. coli cultivada. Carlson y Srienc (2003) reportan valores de (o, maximos de
entre 15 a 19 mmol/g h para cepas silvestres como W3110 y de hasta 21 mmol/g h para cepas
modificadas genéticamente como es el caso de E. coli B cuando son cultivadas en medio

minimo adicionado con glucosa.

La velocidad de transferencia del oxigeno debe de ser igual a mayor que la qo, del cultivo
(fig. 1.3), ademds de mantenerse la TOD por encima del valor critico. En la figura 1.3 se
observa que a concentraciones de biomasa mayores a los 40 g/L. (concentraciones que se
pueden obtener facilmente con la cepa VH33), la go, es por mucho, mas elevada que la VTO
que se puede llegar a suministrar en un biorreactor de tanque agitado convencional. En este
caso, el cultivo de la cepa VH33 se encontraria en condiciones limitadas de oxigeno que

ocasionaria un ambiente de microaerobiosis.

Aun cuando en un biorreactor industrial fuera posible tener la velocidad de transferencia de
oxigeno adecuada, con frecuencia se presentan heterogeneidades en las concentraciones de

oxigeno (Lara et al., 2006), lo cual provoca la existencia de zonas anaerobias en su interior.
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Dichas heterogeneidades son atribuidas generalmente a un mezclado ineficiente en la escala
industrial, lo que provoca largos tiempos de circulacion del fluido en el biorreactor (Lara et

al., 2000).
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Figura 1.3. Simulacion de un
cultivo de la cepa E. coli VH33
con una =045 h 1 una
qgic=6.9 mmol/g h, qo.=6 mmol/g
h. la biomasa producida se

representa por —®~ y la VTO por
—2—. La linea punteada representa
la. VTO tipica alcanzable en
biorreactores convencionales.
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En la practica es muy dificil evitar el incremento en el tiempo de circulacion cuando se escala
un cultivo debido a limitaciones econdmicas (p. €j., tamafio del motor empleado para la

agitacion), por lo que los gradientes de concentracion son casi inevitables (Amanullah et al.,
2004).

Cuando en un cultivo existe limitacion de oxigeno, la fuente de carbono es oxidada solo
parcialmente, generando varios subproductos (Varma et al., 1993). Bajo condiciones de
anaerobiosis, E. coli presenta un metabolismo fermentativo, produciendo una mezcla de
acidos como subproductos de desecho (figura 1.4). El catabolismo aerdbico y anaerobico en
E. coli requiere rutas metabolicas diferentes (figura 1.4) (Alexeeva et al., 2003) que se
encuentran reguladas principalmente por el sistema ArcAB y la proteina FNR (Fumarato
Nitrato Reductora) (Becker et al., 1997; Shalel-Levanon et al., 2005). Cada 4cido orgénico se
produce en cantidades que permitan mantener un equilibrio redox y regenerar (al menos

parcialmente) NADH + H".
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El sistema Arc (siglas que significan control de la respiraciéon aerobia) es un sistema
regulador de dos componentes; ArcB, el cual es el sensor transmembranal y ArcA que es el
regulador citoplasmatico que reconoce las sefales de ArcB (Tsai et al., 1995). ArcB se activa
por autofosforilacion en la transicion de condiciones aerobias a microerobias y anaerobias y se
mantiene asi durante crecimiento anaerdbico. ArcB fosforila a ArcA y ésta se encarga de
inhibir la sintesis de varias enzimas del ciclo del 4acido citrico como la succinato
deshidrogenasa, fumarasa, piruvato deshidrogenasa, baja la afinidad del citocromo b y activa
la expresion del d y de enzimas del metabolismo fermentativo (Shalel-Levanon et al., 2005).
La proteina FNR (siglas que significan Fumarato Nitrato Reductor) contiene el grupo Fe-S que
funciona como sensor redox. La concentracion de FNR es similar en condiciones anaerobias y
aerobias; sin embargo, se encuentra activa solamente durante el crecimiento anaerobio
reprimiendo entre otras oxidasas, al citocromo 0 y activando entre otras, a la formato

hidrogenasa, fumarato reductasa y aspartasa (Shalel-Levanon et al., 2005).

En 1993, Varma y colaboradores analizaron estequiométricamente el catabolismo de la
glucosa en E. coli. Para ello, utilizaron diferentes velocidades de oxigenacion (desde
condiciones completamente anaerobias a aerobias) y una (s= 10 mmol/g h. Observaron que

dicho microorganismo puede presentar diferentes subproductos de acuerdo a las condiciones
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de oxigeno disuelto en el medio y establecieron que de acuerdo a la expresion genética y al

gasto energético, su metabolismo presenta cinco fases:

FASE 1. Bajo condiciones completamente anaerobias y con una velocidad de crecimiento de
0.26 h', la bacteria utiliza una reacciéon de transhidrogenacion de NADH a NADPH para
producir la mayoria del potencial redox biosintético, en el medio se encuentran secretados tres
subproductos: acetato, etanol y formato incapaces de ser utilizados para el crecimiento celular

(Varma et al., 1993).

FASE II. El etanol deja de ser secretado, pero el acetato y formato continuan produciéndose.
Los citocromos son utilizados como transportadores terminales de electrones provenientes del
oxigeno, la ruta pentosa fosfato se enciende para favorecer la generacion biosintética redox,

aunque la transhidrogenacion sigue siendo la ruta mas utilizada (Varma et al., 1993).

FASE III. Aun cuando el acetato y formato siguen siendo secretados, esta fase se caracteriza
por un balance d¢ NADH/NAD" lo que hace que la célula no esté forzada a eliminar mas
NADH. En esta etapa, tanto la piruvato deshidrogenasa (utilizada por primera vez en el
cultivo) como la piruvato-formato liasa son empleadas para formar acetil coenzima A
estableciendo una produccion de NADH. La transhidrogenacion ya no estd activa y toda la

generacion de factores redox se produce por la via pentosa fosfato (Varma et al., 1993).

FASE IV. Se presenta una fase aerobia, se muestra el completo uso de la ruta CAT para la
generacion de energia. La enzima anaerdbica piruvato-formato liasa no se utiliza y el acetato
es el tnico subproducto presente. El Formato y el NADH son utilizados para el crecimiento

celular (Varma et al., 1993).

FASE V. Se tiene una VTO totalmente satisfactoria para cubrir la (o2 celular. Los
subproductos antes mencionados no son producidos y toda la fuente de carbono es utilizada
para crecimiento. EI CAT es la mayor fuente de energia junto con la fosforilacion oxidativa.
Cantidades muy similares de moléculas redox son producidas por la isocitrato deshidrogenasa

y la via pentosa fosfato (Varma et al., 1993).
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Para evitar la formacion de estos subproductos se han desarrollado algunas estrategias tanto a

nivel de bioprocesos como con ingenieria metabdlica que se describen a continuacion.

1.1.4. Soluciones para reducir las limitaciones en el suministro de oxigeno.

1.1.4.1 Estrategias tipicas de cultivo para reducir las limitaciones en el suministro de

oxigeno.

Dentro de las estrategias para mejorar la capacidad de transferencia de oxigeno se encuentran:
reducir la temperatura del cultivo a un rango de 30 a 26°C para que la bacteria crezca mas
lentamente y consuma menos oxigeno (Lee, 1996), utilizar cultivos con una mayor presion
parcial de oxigeno aumentando la presion total del biorreactor (Knoll et al, 2007); aumentar la
tasa de aireacion o la velocidad de agitacion del cultivo (Matsui et al., 2006), utilizar aire
enriquecido con oxigeno puro o éste ultimo solo (Knoll et al; 2007). Aun cuando todas estas
alternativas cumplen su objetivo, suelen ser impracticas debido a que ocasionan estrés celular
(Belo et al, 1998) o provocan incrementos en los costos de produccion (Lee, 1996) y

energéticos.

1.1.4.2. Estrategias moleculares para reducir las limitaciones en el suministro de

oxigeno: la hemoglobina de Vitreoscilla stercoraria

La aplicacion de ingenieria metabolica ha sido una estrategia innovadora para disminuir el
estrés ocasionado por las limitaciones de oxigeno y los costos. Esta herramienta ha permitido
crear cepas modificadas que expresen proteinas heterélogas como la NADH-oxidasa de
Streptococcus pneumoniae (Vemuri et al., 2007) o la hemoglobina de Vitreoscilla stercoraria
(VHD) (Zhang et al., 2007) teniendo un incremento en la productividad de las mismas. Se
abordardn a continuacion algunas caracteristicas principales de la hemoglobina VHb por ser de

interés para la presente tesis.
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1.1.5 Generalidades de la hemoglobina VHb.

Una alternativa para mejorar el metabolismo del oxigeno bajo condiciones microaerobias es la
introduccion de una hemoglobina heterdloga en E. coli. La hemoglobina soluble VHb
(proveniente de la bacteria estrictamente aerobia, filamentosa, gram negativa Vitreoscilla
stercoraria) ( Khleifat et al, 2006; Bollinger et al., 2001) es un homodimero proteico (Zhang
et al., 2007). Cada subunidad posee una masa molecular relativa a 15,775 Da y un dominio
hemo. Su sintesis esta codificada por el gen vgb cuyo promotor (Pyg) es inducido al maximo
cuando los niveles de oxigeno son menores al 2% de saturacion (Khosla y Bailey, 1989; Frey
et al.,, 2003) y modulado parcialmente por la proteina FNR que reconoce un sito 48 pb
corriente arriba de éste (Tsai et al, 1995). VHb es una proteina soluble localizada en ambos
lados de la membrana citoplasmatica de Vitreoscilla (Hart et al., 1990; Ramandeep et al.,
2001).

La VHb tiene una constante de asociacion con el oxigeno promedio pero una constante de
disociacion enorme en comparacion con otras oxidasas (kp= 0.25 um) lo que sugiere que esta
disefiada para liberar el oxigeno rapidamente a bajas concentraciones de €ste en el entorno
(Wei y Chen, 2008). VHb es inducida bajo condiciones hipdxicas (Khleifat et al., 2006) o
microaerobias, sugiriendo que su funcidn primaria es atrapar al oxigeno y facilitar su
transferencia a las vias respiratorias y asi permitir a Vitreoscilla sobrevivir bajo estas

condiciones (Chi et al., 2009; Zhang et al., 2006).

Se ha demostrado que la expresion de VHb, en condiciones microaerobias, en varias especies
de microorganismos de importancia biotecnolégica como E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Azotobacter vinellandii, Acremonium chrysogenum, Rhizobium etli, Streptomyces sp.,
Serratia marcescens, Burkholderia sp.,Corunebacterium glutamicum y en plantas como el
tabaco, da lugar a un incremento en la densidad celular (Zhang et al., 2007), en el
metabolismo oxidativo y en la formacién de productos comerciales (DeModena et al., 1993;
Wei y Chen, 2008). Por ejemplo en células la presencia de la VHb en E. coli (Xiao y Chen,

2008) y Pseudomonas sp. incrementé la densidad celular; en Amycolatopsis mediterranei, la
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produccion de rifamicina B aumenta en un 29.5 % (Guerra et al., 2008) y en Acremonium

chrysogenum la produccion de cefalosporina C (Tsai et al.,1995).

Existen algunas evidencias que muestran que esta proteina mejora el transporte de cobre al
interior de la célula (Khleifat et al., 2006), y durante el estrés oxidativo, esta proteina puede
actuar como una oxidasa terminal o como una dioxigenasa encargada de transformar
monoxido de nitrogeno (NO) en nitrato. Sin embargo, dicha funcion, solo se encuentra
presente cuando esta hemoglobina se encuentra asociada a flavoproteinas nativas de E. coli

(Bollinger et al., 2001 y Frey et al., 2002).

La hipotesis mas aceptada sobre el mecanismo de accion de la VHb fue propuesta por Kallio
et al en 1994 y establece que dicha hemoglobina actia como una fuente adicional de oxigeno,
aumentando la concentracion intracelular de éste en condiciones microaerobias y como
consecuencia, de las oxidasas terminales citocromo 0 y d; lo que a su vez incrementa la
eficiencia en la bomba de protones en la cadena respiratoria generando mayores cantidades de

ATP (fig. 1.5)

Complejode citocromos

H”

+
Espacio Periplasmatico Alta [H+]

Complejo ATPasa

+++ ++ ++ 4+ ++ +
+ 4+ +++ + 44

l() H.O ADP ATP
7 V2 2 >
- / + P,
Baja [H+] Figura 1.5. Mecanismo
propuesto de la interaccion de
VHb con el complejo de
T citocromos para promover la
VHb produccion de ATP (Tomado
Ort VHb —— @ de Zhang et al., 2007).
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Los experimentos reportados por Tsai y colaboradores (1995) apoyan la hipotesis de Kallio,
ya que muestran que la presencia de VHb en células de E. coli influye positivamente en la
expresion de los citocromos. En el caso del citocromo d, la hemoglobina permite elevar la DO
hasta un nivel que desencadene los mecanismos regulatorios del sistema Arc, sintetizando
ArcA que, en combinacion con otras moléculas reguladoras, incrementan la actividad del
promotor de dicho complejo (Tsai et al, 1995). Bajo condiciones microaerobias, la
acumulacion de VHb, aumenta la actividad especifica del citocromo 0 pero no del d. Por lo
tanto, VHb aumentara la velocidad de translocacion de protones por esta oxidasa dando como
resultado una mayor acumulacion de ATP y un crecimiento mas rapido. VHb no presenta un
efecto notable o importante en una mutante sin citocromo d, ya que el incremento en el

oxigeno disuelto no influye significativamente en la actividad del citocromo d.

Células que tienen inactivado el citocromo d y que solo presentan actividad del citocromo 0,
en presencia de VHbD tienen un aumento de hasta 5 veces en su actividad en comparacion a la
cepa nativa, aquellas que expresan solamente citocromo d muestran un aumento de 1.5 veces
mas que la cepa nativa. Cuando se encuentran los dos citocromos y, bajo la expresion de
VHb, el citocromo 0 presenta una concentracion 7 veces mayor (0.14 nmol/mg) que la
reportada para la cepa silvestre (0.02 nmol/mg), por su parte la oxidasa d solo registra el doble

de su concentracion (después de 7 h de condiciones microaerobias) (Tsai et al., 1995).

1.1.6 Efecto de la VHb en el metabolismo de cepas E. coli VHb".

La expresion de VHb en E. coli esta directamente ligada a un mejoramiento en la cadena
respiratoria y en el metabolismo aerobio (Bollinger et al., 2001). La presencia de VHb en
estas células, crecidas en medio minimo con glucosa, ocasiona una reduccion en la
produccion de los principales subproductos de origen fermentativo (Tabla 1.2) (Tsai et al.,

1995 y Frey et al., 2001).
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Tabla 1.2. Datos fisiologicos, obtenidos en un cultivo en modo lote alimentado con glucosa, de una cepa E. coli
MG1655:pPPC1(VHb") y MG1655 (Silvestre)( Frey et al.,2001).

Qetanol 0.53 0.32
Qacetato 2.27 3.05
Qformato 2.59 4.1
OD-lactato 1.43 0.76
Osuccinato 0.58 0.51

El efecto que produce VHb en la formacion de acetato y etanol sugiere que estas células
modificadas pueden regenerar en otras vias los equivalentes reducidos que de otra forma, se
originarian por la sintesis de estos subproductos. Las células VHb" dirigen una gran fraccién
de glucosa a la via de las pentosas fosfato y una pequefia fraccion a la via CAT, solo para
generar material para biosintesis (Tsai et al., 1995) y una disminucion del 30% en velocidad
de formacién de CO, (CER). La disminucién en la excrecion de acetato y el aumento en el
crecimiento en células productoras de VHb, implica que estas células son mas competentes en
la produccion de ATP, idea que también es apoyada por los resultados obtenidos pro Frey y
colaboradores (2001), quienes observaron que las células VHb', generan un mayor flujo de
protones por molécula de oxigeno reducido en comparacion con la cepa silvestre y presentan

un aumento del 30 % en la actividad de ATPasa.

Las ventajas reportadas en cultivos de E. coli expresando la hemoglobina VHb podrian se
aumentadas combinando esta estrategia con cepas de E. coli que tengan inactivado el sistema
PTS y sobreexpresado el sistema GalP. En el presente proyecto, se proponen estrategias
moleculares para reducir el sobreflujo metabdlico y disminuir las desventajas de un cultivo en
condiciones limitantes de oxigeno por medio de la expresion de una hemoglobina heterdloga

en combinacidn con la inactivacion del sistema PTS y la sobreexpresion del sistema GalP.
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1.2 OBJETIVOS
Objetivo general
Estudiar los efectos cinéticos y estequiométricos que la VHb produce en las cepas de
Escherichia coli W3110 y W3310 PTS™ GalP" (VH33) cultivadas en condiciones aerobias y

microaerobias con altas concentraciones de glucosa en modo lote.

Objetivos especificos

e Evaluar los cambios que la presencia de la VHb origina en el comportamiento cinético y
estequiométrico de las cepas de Escherichia coli W3110 y W3310 PTS GalP" (VH33),
cultivadas bajo condiciones completamente aerobias en modo lote en medio complejo

adicionado con 10 g/L de glucosa.

e Evaluar los cambios que la presencia de la VHb origina en el comportamiento cinético y
estequiométrico de las cepas de Escherichia coli W3110 y W3310 PTS™ GalP" (VH33), en
un cultivo con fases aerobia y microaerobia utilizando un medio complejo adicionado con

25 g/L de glucosa.

e Evaluar los cambios que la presencia de la VHb origina en el comportamiento cinético y
estequiométrico de las cepas de Escherichia coli W3110 y W3310 PTS™ GalP" (VH33), en
un cultivo con fases aerobia y microaerobia utilizando un medio complejo adicionado con

50 g/L de glucosa.
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1.3 HIPOTESIS

e La presencia de la VHb en las cepas de Escherichia coli W3110 y VH33, permitira
producir una mayor cantidad de biomasa en cultivos en modo lote empleando
concentraciones de glucosa de hasta 50 g/L, en los que se presenta una fase microaerobia

debido a limitaciones en la transferencia de oxigeno.

e La presencia de la VHbD en las cepas de Escherichia coli W3110 y VH33, contribuira a
reducir el sobreflujo metabodlico en cultivos completamente aerobios en modo lote

empleando bajas concentraciones de glucosa.
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1.4 JUSTIFICACION.

El sobreflujo metabolico es un problema general en cultivos aerobios de E. coli. La cepa
VH33 es capaz de mantener altas velocidades de crecimiento y alcanzar altas densidades
celulares en cultivos por lote con elevadas concentraciones de sustrato, manteniendo un muy
reducido sobreflujo metabdlico. Sin embargo, dicha estrategia de cultivo presenta altas
demandas de oxigeno que dificilmente serian satisfechas en reactores de gran escala sin
recurrir a esquemas de mezcla de gases o empleo de oxigeno puro. Condiciones limitantes de
oxigeno en el medio, activan el metabolismo fermentativo de E. coli, lo cual resulta altamente
indeseable. Ademas, bajas concentraciones de oxigeno generalmente reducen la velocidad de

crecimiento, y la cantidad de biomasa alcanzable.

La hemoglobina VHb ha demostrado ser tutil para reducir el impacto de las condiciones
microaerobias en los cultivos. Expresar el gene vgb en E. coli VH33 puede resultar una opcion

ventajosa para el desarrollo de HCDC.

Una cepa con tales modificaciones en el sistema de transporte de sustrato y expresando una
hemoglobina, potencialmente lograria una minima produccioén de acetato y en consecuencia,
alcanzaria una mayor cantidad de biomasa y de producto deseado, y un aumento en

productividad.
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2. MATERIAL Y METODOS.

En este apartado se describen los procedimientos para obtener las cepas de E. coli usadas en
este trabajo, los plasmidos empleados, el biorreactor usado, las técnicas para comprobar la
produccion de la hemoglobina de interés en las cepas transformadas, los métodos de anélisis
para la determinacion de densidad celular, concentracion de metabolitos, los célculos de
parametros cinéticos y estequiométricos asi como la produccion de geles de proteina y
determinacion de velocidad de consumo de oxigeno para comprobar la existencia de la

hemoglobina de interés en las cepas modificadas.
2.1 Cepas y plasmidos empleados.
2.1.1 Cepas de Escherichia coli.

Las cepas bacterianas utilizadas en el presente trabajo se describen en la Tabla 2.1. La bacteria
Escherichia coli W3110 se considera como cepa progenitora silvestre para el resto de las
lineas bacterianas. Esta cepa fue obtenida de la coleccion del Dr. Francisco Bolivar, Instituto
de Biotecnologia de la UNAM. La cepa VH33 fue obtenida del laboratorio del Dr. Guillermo
Gosset del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Tabla 2.1 Cepas bacterianas usadas en este trabajo.

W3110 FIN(rrnD-rrnE)A F. Bolivar, UNAM ATCC 27325
VH33 W3110 AptsH, ptsl::crr, Alacl, lacZ::loxP | G. Gosset, UNAM | De Anda et al., 2006

La cepa VH33es una cepa PTS™ derivada de W3110 en la cual se elimin6 el gene ptsH lo que
da como resultado la inactivacion del sistema PTS (Herndndez-Montalvo et al., 2003). En el
cromosoma de dicha cepa, se intercambid el promotor natural del gene galP por el promotor
hibrido trc en para aumentar la capacidad de transporte de glucosa. Este promotor fue
introducido empleando una técnica basada en la estrategia reportada por Datsenko y Wanner
(Datsenko y Wanner, 2000), con algunas modificaciones. El método consistidé en usar
productos de PCR a partir del plasmido ptrc_cat (De Anda et al., 2006), que contiene el gene

de resistencia a cloramfenicol (cat2) corriente arriba del promotor trc, para obtener la
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inactivacion de genes cromosomales. Dado que el gene lacl también se encuentra inactivado
en la cepa VH33 (ver tabla 2.1), el promotor trc adquiere la caracteristica de ser constitutivo.

El gene cat2 fue posteriormente extraido de la construccion.

Las cepas W3110 y VH33 fueron transformadas con los plasmidos Bluescript (Stratagene,
California, EUA) y pNKDI1 (Dikshit et al., 1998) (descritos abajo) y contenidas en crioviales

(1.7 mL de volumen total) conteniendo glicerol al 80% y almacenadas a -78° C.

2.1.2 Plasmidos.
2.1.2.1 Plasmido Bluescript.

Dado que el plasmido pBS fue el esqueleto para la construccion del plasmido pNKD1 (Dikshit
et al., 1998), el cual contiene el gene vgb, se us6 como control para mantener la carga
metabolica y la resistencia a antibidtico similares a las conferidas por pNKD1. Las cepas
VH33 y W3110 fueron transformadas con el plasmido pBS (Stratagene, California, EUA) y
denotadas con los nombres W3110 vgb™ y VH33 vgb'. El plasmido Bluescript consta de 3204
pb, contiene resistencia a ampicilina, el origen de replicaciéon EcoRI y un sitio de multiple
cortes para enzimas de restriccion. La figura 2.1 muestra un esquema general del plasmido

pBS.

,—\ Sitio de cortes
enzimaticos
ampicilia

pBluescript

3204 pb
P Figura 2.1 Esquema del plasmido Bluescript (pBS). El

plasmido contiene el origen de replicacion EcoRI, un gene
\ de resistencia a ampicilina como marcador de seleccion y
un sitio de corte de diferentes enzimas de restriccion.

pUC ori-
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2.1.2.2 Plasmido pNKD1.

El plasmido pNKD1 estd basado en el esqueleto del plasmido pBS (Stratagene, California,
EUA). En éste fue insertado el gene vgb (que expresa la hemoglobina VHb) en el sitio de
restriccion Smal bajo el control transcripcional del promotor de Vitreoscilla stercoraria con

una modificacion (Dikshit et al., 1998).

La modificacién en el promotor nativo de V. stercoraria incluida en el plasmido pNKDI
consiste en un sitio CRP (que por sus siglas en ingles significa Proteina Represora de
Catabolitos y que funciona como un regulador positivo incrementando la uniéon de la ARN
polimerasa al promotor y aumentando la transcricion) insertado 100 pb corriente arriba del
inicio del gene vgb. Esta modificacion fue realizada por Dikshit y colaboradores (1998) con la
finalidad de incrementar la expresion del gene vgb bajo condiciones acrobias. La figura 2.2

muestra un esquema general del plasmido pNKD1.

El plasmido pNKD1 fue donado por el Prof. Benjamin C. Stark del Instituto de Tecnologia de
Ilinois, Chicago. Las cepas transformadas con este pladsmido serdn referidas como W3110

vgb"y VH33 vgb'.

Gene de
. . promotor
resistencia a CRP
ampicilina pNKD1
~3850 pb Figura 2.2 Esquema del plasmido pNKD1 que
contiene el gen codificante de la hemoglobina
\ VHb (vgb), el promotor nativo de este gen y
una modificacion (sitio CRP) para la
sobreexpresion de este gen en condiciones
pUCori -

aerobias.
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2.2 Comprobacion de la presencia del gen vgb en el plasmido pNKD1.
2.2.1 Extraccion del pldsmido pNKDL1.

Las células donadas por el Dr. Benjamin Stark conteniendo el plasmido pNKD1 se cultivaron
en 10 mL de medio liquido Luria-Bertani (tabla 2.2) suplementado con ampicilina disddica a
una concentracion final de 0.1 g/L como presion de seleccion, a una temperatura controlada de
37 °C y una agitaciéon de 300 rpm, durante 12 h. Se tomaron 50 mL de este cultivo y se
resembraron en una caja petri conteniendo 20 mL de medio Luria-Bertani solido (adicionado

con 15 g/L de agar microbiologico) y ampicilina disddica (concentracion final de 0.1 g/L).

Para agregar ampicilina disédica a los medios de cultivo, se emple6 una solucion de
ampicilina la cual se prepar6 se prepard disolviendo 5 g de ampicilina disddica en 50 mL de
agua destilada (esto da como resultado una solucion con una concentracion final de 100 g/L).
Esta solucion concentrada se utilizo a lo largo de todo este trabajo. Dicha solucion fue
esterilizada por filtracion a través de una membrana con un poro de 0.20 pum (Sartorius,
Alemania). Todas las esterilizaciones por filtracion realizadas en este trabajo se llevaron a

cabo bajo las mismas condiciones.

Tabla 2.2 Composicion del medio de cultivo Luria-Bertani*.

Triptona 10
Extracto de Levadura 5
Cloruro de sodio 30

* El pH del medio se ajust6 a 7.4 con NaOH 2M y se esteriliz6 en autoclave a una temperatura de 121 °C durante
18 min.

Con una colonia aislada se realizé un cultivo liquido en medio LB (12.5 mL) con 12 pL de
solucion de ampicilina. Después de 8 h de crecimiento, se llevd a cabo la extraccion de

plasmido con el kit QIAprep Spin (Qiagen, Valencia USA) siguiendo las condiciones del
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fabricante y recuperando el plasmido en buffer TE. Para comprobar la adecuada extraccion de

los plasmido se realiz6 una electroforesis cuyas especificaciones se mencionan a continuacion.
2.2.2 Electroforesis en gel de agarosa.

La electroforesis se realizé en una matriz de agarosa al 1% (p/v) disuelta por calentamiento en
tampon TBE 1X. Este amortiguador tiene la siguiente composicion: 4.84 g de 2-Amino-2-
hidroximetil-propano-1,3-diol (TRIS), 5.5 g de acido bérico, 10 mL EDTA al 0.2 M. Estos
componentes se disolvieron en 500 mL de agua destilada. El pH de la solucién se ajustd a 8

utilizando una soluciéon de NaOH 10M y se afor6 con agua hasta completar 1 L.

Cada pozo del gel de agarosa se carg6 con 2 pulL de muestra combinados con 1 pL del
amortiguador de carga azul de bromofenol 6X. La electroforesis se llevé a cabo en
amortiguador TBE 1X, con la aplicacion de una corriente de 100 V durante 1.5 h. La tincién
del ADN se realiz6 con una solucion de bromuro de etidio con una concentracion final de 0.5
ug/mL. Para identificar los pesos moleculares aproximados de las bandas de ADN obtenidos
se utilizaron 2 pL. del marcador de 1 kb O’GeneRuler DNA Ladder (Fermentas, Canad4). Los

geles se fotografiaron a través de un fotodocumentador Eagle Eye II (Stratagene, California).
2.2.3 Amplificacion del gene vgb en el plasmido pNKDL1.

Una vez comprobado el peso del pladsmido extraido de las células donadas, se comprob¢ la
presencia del gene de interés en el plasmido pNKD1 mediante un ensayo de reaccion en
cadena de la ADN polimerasa (PCR) con oligomeros disefiados para amplificar directamente
el gene vgb. Las condiciones bajo las cuales se 1levo a cabo la reaccion de PCR se muestran

en las tablas 2.3 y 2.4.

La secuencia de los oligémeros utilizados para la PCR fueron los siguientes:
FW: 5’ATGTTAGACCAGCAAACCATT?’
RV: 5TAGGATCCATGCCAAGGCACACCTGAAGA3Y’

La secuencia de cada uno de estos oligdmeros fue tomada del articulo de Guerra y cols. (2008)

y permiten la amplificacion completa del gen vgb en un fragmento de aproximadamente 600
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pb. Asi mismo, se verificd que dichos oligobmeros no amplificaran otro fragmento de tamafio
similar analizando la secuencia de NCBI con numero de acceso: M27061. La fabricacion de
dichos oligébmeros se realizd en la unidad de sintesis y secuenciacion del Instituto de

Biotecnologia de la UNAM.

Tabla 2.3. Componentes de la mezcla para amplificar el gen vgb.

MgSO, 100 mM 1.5
Tampon 10X 10
Nucleotidos 10 mM 2
Primers 10 mM 10 de cada uno
Vent polimerasa 5 u/pl 0.5
DNA molde 1:100 10
Agua 66
Volumen total 100

Los productos obtenidos de la reacciéon de PCR se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1% disuelta en buffer TBE (Tris Borato EDTA) 1 M. Para identificar las bandas de
ADN se le agregaron a los 40 mL de gel de agarosa 7 uL de solucion de bromuro de etidio (a
una concentracion de 0.5 ug/mL). La electroforesis se realizé a un voltaje de 110 V, durante

75 min. Cada pozo se carg6 con 2 uLL de muestra y 1 uLL de amortiguador de carga.

Tabla 2.4. Caracteristicas de los ciclos utilizados en PCR para amplificar el gen vgb.

Inicial 95°C 3 min.
Desnaturalizacion 95°C 30s
Hibridacion 50 °C 30s
Elongacion 72°C 30s
Elongacion final 72°C 10 min
Numero total de ciclos:35

2.2.4 Preparacion de células W3110 y VH33 competentes.

Para la preparacion células competentes de las cepas W3110 y VH33 se siguié el método
descrito por Hanahan (1983). Se utilizé agua destilada y demonizada para preparar todas las

soluciones y medios de cultivo, asi como para el lavado del material utilizado en la
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preparacion y almacenamiento de soluciones y medios y en el procesamiento de las células

(Fernandez, 1997). Los pasos realizados fueron los siguientes:

1. Se sembr6 una placa de medio YENB sélido (tabla 2.5) con la cepa de interés, de tal forma

que se obtuvieron colonias aisladas y se incubaron a 37 °C durante un periodo de 12-14 h.

Tabla 2.5 Composicion del medio YENB.

Bacto triptona 2.0%
Extracto de Levadura 0.5%
NaCl 10 mM
KCl1 2.5 mM
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM
Glucosa 20 mM
Agar (solo para medio sélido) 15%

2. Se inoculd una colonia aislada del cultivo solido en un matraz de 500 mL con 100 mL de
medio YENB previamente ajustado a un pH de 7.0. El cultivo se incubd a 37 °C con una
agitacion de 250 rpm hasta que el se alcanzo6 una densidad optica (medida a 600 nm) de entre
0.45 y 0.5 unidades. Enseguida, el matraz se almacen6 a 4 °C durante 20 min. La composicion

del medio YENB se describe en la Tabla 2.5. Este medio se esterilizo por autoclave.

3. Las células se colectaron mediante centrifugacion a 10,000 rpm durante 10 min,

manteniendo una temperatura de 4 °C.

4. A continuacion se resuspendieron las células (con suavidad y manteniendo su temperatura
alrededor de 4 °C) en solucién RF1 (un tercio del volumen inicial), la suspensién se mantuvo

en hielo durante 20 min. La solucion RF1 se prepar6 de la siguiente manera: KCOOH 30 mL,
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CaCl, 10 mM, glicerol al 15% (p/v), MnCl, 50 mM y RbCIl 100 mM. Se ajusté el pH a un

valor de 5.8 con &cido acético 0.2 M. Esta solucion se esterilizo por filtracion.

5. Las células resuspendidas en el paso anterior, fueron centrifugadas bajo las condiciones
descritas en el paso 3, se resuspendieron las células en soluciéon RF2 (1/12.5 del volumen
inicial). La suspension se mantuvo en hielo durante 20 min. La solucion RF2 tuvo la siguiente
composicion: CaCl, 75 mM, glicerol al 15% (p/v), MOPS 10 mM pH7 y RbCIl 10 mM. Se
ajusto el pH a 6.8 con NaOH y se esterilizo por filtracion. Finalmente se repartid la suspension

en alicuotas de 200 pL.

Las células competentes asi preparadas se conservaron a -80 °C (previa congelacion en hielo

seco) hasta su uso.

2.2.5 Transformacién de células competentes por electroporacién con los plasmidos
Bluescript y pNKD1.

Para realizar la transformacion por electroporacion se utilizoé un electroporador Eppendor AG

multiporador. El procedimiento experimental elaborado se describe a continuacion:

1. Se mezcld en una cubeta para electroporacion fria con una distancia de 0.1 cm entre
electrodos, de 1 a 5 uL de vector (el pldsmido pNKD1 present6 una concentracion aproximada
de 68.1 ng/ul y el plasmido pBS 97.3 ng/ ul) y 50 uL de células competentes frias de E. coli
W3110 o VH33.

2. Esta mezcla se dejo enfriar en hielo aproximadamente durante 30 min.

3. Se introdujo la cubeta en la rejilla del electroporador y se aplicd una descarga eléctrica de
aproximadamente 2500 V con un tiempo promedio de 5 ms. (Si en el electroporador se

registro una lectura de 5.6 ms o mayor, la transformacion se consider6 exitosa).

4. A continuacién, se afiadio rapidamente a la cubeta 1 mL de medio SOB, se mezcld
perfectamente con ayuda de una micropipeta y se recuperd el volumen total en un tubo de
ensaye estéril con tapa. La composicion del medio SOB se reporta en la tabla 2.6. Este medio

se ajustd a un pH 7, se aforo hasta un volumen final de 1 L con agua destilada y fue
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esterilizado por calor. Una vez frio y antes de usar, se le agregaron 10 mL de una solucion

Tabla 2.6 Composicion del medio SOB.

Bacto- triptona 20 g/L
Extracto de Levadura 5¢/L

NaCl 0.5 g/L

IM KCl 2.5mL

5. El tubo de ensayo con el medio SOB y las células transformadas se incubo a 37 °Cy 250

rpm durante 1 h para permitir que se expresara la resistencia al antibiotico.

6. Posteriormente se sembro por extension 10 pL del indculo en medio LB adicionado con el

antibiotico de seleccion (ampicilina) y se incubd a 37 °C durante 12 h.

7. Las transformantes se analizaron mediante minipreparaciones, y al mismo tiempo se

resembraron en una placa réplica.

Consecutivamente se realizo la extraccion de los plasmidos y su comprobacion por medio de

gel de electroforesis y en el caso de pNKD1 por medio de PCR.

2.2.6 Comprobacion de la transformacion de las cepas VH33 y W3110 con los plasmidos
pBS y pNKD1.

Para la comprobacion se crecid una colonia aislada de cada una de las cepas transformadas
con el plasmido correspondiente en un cultivo liquido en medio LB (12.5 mL) con 12 uL de
solucion de ampicilina. Después de 8 h se elabord la extraccion de plasmido con el kit

QIAprep Spin de Qiagen siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Se efectué una PCR, una digestion y electroforesis con las mismas caracteristicas descritas en
el apartado 2.2.2 para comprobar su adecuada extraccion y presencia o ausencia del gene vgb

en cada cepa y el tamafo del plasmido presente.

2.3. Preparacion de crioviales de las cepas obtenidas.

Después de haber comprobado la existencia de los plasmidos pBS y pNKDI1 en las cepas
W3110 y VH33 se realizo la preparacion de diez crioviales de cada una de cepas obtenidas. Se
elabor6 con cada una de las cepas por separado, un cultivo de 8 h, a 300 rpm y 37 °C con 20
mL de medio LB y 20 puL de solucion de ampicilina disédica inoculado con una colonia
aislada. Cada criovial contuvo 850 pL de una solucion de glicerol al 80 % y 850 uL del
cultivo de cada cepa especifica. Los crioviales asi elaborados se enfriaron primero en hielo

durante 5 min y después fueron preservados a una temperatura de —80 °C.

2.4 Preparacion del inoculo para cultivos en biorreactor en modo lote.

Los in6culos para el cultivo en biorreactor se desarrollaron en matraces bafleados (4 bafles en
el fondo del matraz) de 250 mL, adicionando 850 pL de un criovial conteniendo la cepa
correspondiente en 50 mL de medio Luria-Bertani 2X, esterilizado por autoclave y utilizando
como presion de seleccion 50 puL de la solucion de ampicilina. El inoculo se crecié a una
velocidad de agitacion de 300 rpm, con una temperatura de 37 °C durante 17 h. El medio LB
2X se elabor6 con el doble de las concentraciones descritas en la Tabla 2.2 y se ajust6 el pH a

7.6 usando una soluciéon de NaOH 10M.
2.5 Medio de cultivo para modo lote.

Para el cultivo de las diferentes cepas de E. coli, se emple6 un medio complejo suplementado
con glucosa. La composicion del medio se describe en la tabla 2.7, se ajusté su pH a 7.6 por
adicion de una solucion de NaOH 10 M y fue esterilizado por autoclave. La concentracion de

sales minerales, tiamina, metales traza y MgSO, -7H,O se mantuvo constante,
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independientemente de la concentracion inicial de glucosa. La solucion de metales traza,
glucosa, MgSO, -7H,0 (esterilizados en autoclave), tiamina y ampicilina (esterilizados por
filtracion) se prepararon por separado y fueron adicionadas una vez que el medio fue
esterilizado por calor. Las soluciones de glucosa, MgSO4-7H,O, tiamina y ampicilina

disodica se prepararon a una concentracion de 650, 500, 10 y 100 g/L respectivamente.

Tabla 2.7 Composicion del Medio de cultivo para modo lote.

K,HPO, 17
KH,PO, 53
(NHy),S0, 2.5

(NH,)C1 1

Citrato de sodio tribasico 1
Hidrocloruro de Tiamina 0.01
Ampicilina sal diso6dica 0.1

La composicion de la solucion de metales traza se reporta en la tabla 2.8. La concentracion de
extracto de levadura se varid para mantener una proporcion constante en relacion con la

cantidad de glucosa afiadida, de acuerdo a la tabla 2.9.

Tabla 2.8 Composicion de la solucion de metales traza empleada afiadida al medio para cultivos en biorreactor.

Na-EDTA 14.1
CoCl,-6H,0 2.5
MnCl,-4H20 15
CuCl,-2H20 1.5

H;BO; 3

Na2Mo0O4-2H20 2.1

Zn(CH3CO0O0),-2H20 33.8

Citrato de Fe(III) 100.8

Tabla 2.9 Cantidad de extracto de levadura afiadido en funcion de la concentracion inicial de glucosa.

10 4
25 10
50 20
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2.6 Cultivos en biorreactor instrumentado.

Los cultivos por lote se efectuaron en un biorreactor de tanque agitado de 1 L (BioStat A Plus,
Sartorius BBI, Melsungen, Alemania) con un volumen de trabajo de 500 mL. El pH del
cultivo se mantuvo a 7.0 = 0.05 mediante la adicion automatica de una soluciéon de NaOH 2M,
la velocidad de agitacion se controlo a 1200 rpm y la temperatura a 37°C. El flujo de aire se
mantuvo en lvvm. El oxigeno disuelto fue medido, aunque no controlado, mediante un sensor
polarografico (Hamilton, Reno, NV, EUA). Cada cultivo se inoculé con 50 mL del in6culo

desarrollado como se indica en la seccion 2.4.

La concentracién de oxigeno en el gas de salida fue determinada mediante en un analizador
paramagnético (California Analytical Instruments, Orange, CA, EUA). Las condiciones
microaerobias (menos del 5 % de TOD) en cada uno de los cultivos realizados se alcanzaron
por el aumento progresivo de la concentracion de biomasa y por las limitaciones propias del
sistema utilizado, observando asi una deficiencia en la transferencia de masa en el sistema
usado que a su vez ocasiond microaerobiosis en el cultivo, tal como ocurriria en biorreactores

industriales.

2.7 Comprobacion de la presencia de la hemoglobina VHb en las cepas transformadas.
2.7.1 Determinacion de la velocidad especifica de consumo de oxigeno (goy).

Para medir el aumento de la velocidad de consumo de oxigeno de las cepas como efecto de la
presencia de la VHb, se tomaron células frescas cultivadas bajo diferentes condiciones
dependiendo de la cepa. Se realizaron cultivos de cada cepa usada (VH33 vgb y VH33 vgb")
desarrollados bajo las condiciones reportadas en la tabla 2.10. Mientras que la cepa VH33
vgb" fue cultivada bajo condiciones que garantizaron aerobicidad (volumen de cultivo 30 mL),
las condiciones de cultivo de la cepa VH33 vgb’ fueron seleccionadas para inducir
microaerobiosis (volumen de cultivo de 125 mL) y con ello maximizar la expresion del gene

vgb.
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Tabla 2.10 Condiciones de cultivo en matraz de 250 mL para realizar la obtencion de células de VH33 vgh'y

VH33 vgb para la determinacion de la qo,.

Volumen de medio LB 2X 30 mL 125 mL
Volumen de ampicilina 30 uL 125 uL
Volumen de inéculo de  células 30 uL

crioconservadas (cepa VH33 vgb")

Volumen de in6culo de células 125 uL
crioconservadas (cepa VH33 vgb")

Tiempo de cultivo 12h 17h

De cada uno de estos cultivos se tomaron 25 mL (para los sometidos a condiciones aerobias) o
50 mL (para los desarrollados en microaerobiosis, ya que para estas condiciones se espera un
menor numero de células) y se centrifugaron a 8,400 rpm, durante 10 min a temperatura
controlada de 4 °C. Se retir6 el sobrenadante y las células se resuspendieron en 5 mL de
medio mineral, cuya composicion correspondio al de la tabla 2.7, excepto que para este paso
no se usd ampicilina. Se repitid la centrifugacion y se resuspendié nuevamente en 5 mL de
medio mineral. Con estos lavados se eliminan los restos de fuente de carbono que podrian
permanecer en el medio de cultivo, asi como los posibles subproductos metabolicos (4cidos

organicos) acumulados, manteniendo la osmolalidad adecuada.

Para medir la (o2, se empled un vaso de precipitados con un volumen de 100 mL, llenado con
30 mL de medio mineral sin ampicilina. La temperatura (37 °C) y la agitacion se regularon por
medio de una parrilla de calentamiento magnética. El medio fue saturado con oxigeno
mediante la inyeccion continua de aire a un flujo de 2 vvm durante 30 min, lo cual se
comprobd con un electrodo polarografico previamente calibrado (Hamilton, California). Al
medio saturado se adiciond un volumen de las células tratadas calculado para obtener una

concentracion de biomasa de 0.42 g/L (lo cual se comprobé mediante espectrofotometria y
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empleando un factor de conversion de 0.42 g biomasa/Unidad de absorbanciagy nm
determinado para esta cepa previamente) y se espero el tiempo necesario para que la TOD se
estabilizara. Debido a que el medio de cultivo no contenia fuente de carbono, s6lo se observd
un pequeio descenso en la TOD, debido probablemente al metabolismo endogeno. Bajo estas
condiciones, se suspendié la aireacion en el sistema y se suministro un pulso de 300 puL de una
solucion concentrada de glucosa (300 g/L) de manera que la concentracion inicial de glucosa
en el sistema fue de 3 g/L. Se redujo la velocidad de agitacion y se sello el vaso de
precipitados con parafilm para eliminar la posible transferencia de oxigeno superficial. Se
monitored el descenso de la TOD como efecto del metabolismo celular. La velocidad

especifica de consumo de oxigeno se calculdé como (ecuacion 2.6, seccion 2.9.1):

0, = dc, 1
°* dt «x
Donde —_= representa la caida de la concentracién de oxigeno en el liquido (considerando

dt

una concentracion de 7 mgp,/L para la saturacion al 100%) y x la concentracion de biomasa.

Los experimentos fueron llevados a cabo por triplicado.
2.7.2. Electroforesis de proteinas bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

La presencia de la VHb también fue verificada mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes, la cual se llevd a cabo de acuerdo al método descrito por Laemmli (1970).
Para ello se obtuvieron muestras de cultivos VH33 vgh™ y VH33 vgh™ bajo las condiciones de
crecimiento descritas para 50 g/L. de glucosa en condiciones aerobias y microaerobias. Las
muestras adquiridas durante los cultivos se centrifugaron a 8,500 rpm a una temperatura de 4
°C durante 8 min, se lavaron en 1 mL de medio minimo mineral para volver a ser
centrifugadas bajo los mismos pardmetros y resuspendidas en 1 mL del mismo medio. Cada
muestra se diluyé en el mismo medio de cultivo para obtener una densidad optica de
aproximadamente 1 unidad. La muestra diluida se someti6 a ruptura en un sonicador aplicando

una serie de 5 pulsos de 30 s con una potencia de 40 W. A continuaciéon se tomaron 10 pL de
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las células lisadas y se anadieron 10 uL de buffer Laemmli 2X. Esta solucion tiene la
siguiente composicion: 0.125 M Tris-Cl, 4 % SDS, 20 % v/v glicerol, 0.2 M DTT, 0.02 % de

azul de bromofenol, aforada a 10 mL y con un pH ajustado a un valor de 6.8.

Cada una de estas muestras se cargd en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 15% para
separar las proteinas, empleando una corriente constante de 15 mA, durante un tiempo

aproximado de 2.5 h.

El gel de poliacrilamida se preparé utilizando los volimenes de cada solucion mostrados en la
tabla 2.11. El compuesto TEMED, fue adquirido de manera comercial, el resto de las
soluciones se prepararon como se describe a continuacion, filtrandose todas ellas con un poro

de 0.45 um una vez que tenian su volumen final.

Tabla 2.11. Preparacion de un gel de separacion de poliacrilamida para SDS-PAGE al 15% (15 mL).

Solucién de Acrilamida 7.625 mL

Buffer del gel de separacion 4x | 3.8 mL

Soluciéon de SDS 150 pL
Agua Milli-Q 3.318 mL
Solucion APS 100 pL
TEMED 7 uL

La solucién de acrilamida se preparé con una concentracion de 30 % acrilamida y 0.8 %
bisacrilamida. Para preparar 200 mL de esta solucion se disolvieron 60 g de acrilamida y 1.6 g
de bisacrilamida en 100 mL de agua Mili-Q estéril para ser posteriormente aforada hasta un

volumen final de 200 mL.

El buffer de gel de separacion 4X fue preparado con 36.3 g de Tris-base (para tener una
concentracion de 1.5 M) disueltos en 150 mL de agua Milli-Q estéril, posteriormente el pH fue

calibrado a 8.8 con una solucion de HCI 4N y se afordé a 200 mL.
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La solucion de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10% fue preparada disolviendo 10 g de este

compuesto en agua Milli-Q estéril y aforando después esta disolucion a 100 mL.

La solucion de persulfato de amonio (APS) al 10% se prepar6 disolviendo 0.1 g de dicha

sustancia en 500 um, para ser aforado posteriormente a 1 mL. Esta solucion no fue filtrada.

La solucion de APS y el TEMED fueron agregados al final de la preparacion del gel de

separacion por ser los agentes encargados de la polimerizacion de poliacrilamida.

El gel de concentracion se prepar6 con los volimenes reportados en la Tabla 2.12. El buffer de
gel de concentracion 4X se realiz6 disolviendo 3 g de Tris-base (para tener una concentracion
final de 0.5 M Tris-Cl) en 40 mL de agua estéril Milli-Q, el pH se ajustd hasta 6.8 utilizando

una solucién de HCI 4N y posteriormente, la solucion se aford a 50 mL.

Tabla 2.12. Preparacion de un gel de concentracion de poliacrilamida para SDS-PAGE (4 mL).

Solucién de Acrilamida 0.67 mL

Buffer del gel de concentracion 4x | 1 mL

Solucion de SDS 40 pL
Agua Milli-Q 2.25mL
Solucion APS 40 pL
TEMED 4 uL

Una vez terminado el corrimiento electroforético, el gel de poliacrilamida al 15 % se tifié con
una solucion de azul de Coomassie (Biolabs, Boston, EUA) durante 1 h y se continuo con el
enjuague de los geles en agua Milli-Q durante un periodo de tiempo igual. Finalmente, el gel
fue fotografiado y la imagen digitalizada empleando una fotodocumentador Gel Logic 200,

Kodak.
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2.8 Métodos analiticos.
2.8.1 Determinacién de concentracion celular.

La concentracion de biomasa se determin6 centrifugando a 13,000 rpm durante 10 mide 1.5 a
4.5 mL de muestra en tubos para centrifuga de 1.5 mL, previamente puestos a peso constante.
La pastilla obtenida se secod en un horno a 65 °C por al menos 18 h. Con la diferencia de pesos

se determino la concentracion de biomasa en g/L.

2.8.2 Cuantificacion de metabolitos extracelulares en muestras de cultivos por lote.
2.8.2.1 Cuantificacion de glucosa.

Para determinar la concentracion de glucosa, las muestras de fermentacion fueron
centrifugadas por 10 min a 12,000 rpm en una microcentrifuga. El sobrenadante fue filtrado
por una membrana con un tamafio de poro de 0.2 pum. Posteriormente, cada muestra fue

analizada por duplicado con un analizador Bioquimico YSI (YSI, Inc., Ohio EUA).
2.8.2.2 Cuantificacion de acidos organicos.

Para la cuantificacion de succinato, lactato, formato y acetato las muestras se centrifugaron y
filtraron igual que en el caso anterior. Los acidos orgdnicos en el medio de cultivo fueron
cuantificados en un equipo de cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC, Waters)
equipado con foto arreglo de diodos en serie. Se empleo una columna Aminex HPX-87H. La
fase movil empleada fue H,SO4 5 mM, a un flujo de 0.5 mL/min y una temperatura de 50 °C.
El tiempo de corrida utilizado fue de 35 min. Para cada compuesto se determiné su tiempo de
retencion en muestras puras y en mezclas de ellos obteniéndose un cromatograma similar al

observado en la figura 2.3.
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Con los datos registrados se construyeron curvas de calibracion como la mostrada en la Figura
2.4 donde se correlaciono la concentracion de la muestra inyectada con el area bajo la curva
integrada bajo el software Millenium de Waters. Las concentraciones maximas de acetato
fueron verificadas empleando kits enzimaticos de Roche (R-Biopharm, de Boehringer
Mannheim, Darmastadt, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante excepto que el
volumen de las reacciones fue escalado a la mitad. Este segundo andlisis se considero
necesario, ya que en cultivos empleando medios muy concentrados, los picos de acetato no

estaban completamente definidos, lo que podria llevar a un error en la cuantificacion.

Area (Vs)

Figura 2.4. Curvas de -calibracion
tipicas para la cuantificacion de
metabolitos extracelulares mediante
HPLC. - Acetato, @ succinato,
- lactato y - formato.

Concentracién de acido organico (g/L)
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2.9 Métodos de calculo.

2.9.1 Calculos cinéticos y estequiométricos.

El crecimiento celular se sigui6 en forma de peso seco y fue calculado para cada fermentacion

utilizando la siguiente ecuacion:
x= (TpeX-Tpe/V)*1000
Donde:

X: Concentracion de Biomasa

2.1)

[g/L]

ToX : Peso constante del tubo conteniendo biomasa centrifugada y seca [g]

Ty : Peso constante del tubo vacio

V:  Volumen centrifugado

[g]

[mL]

La velocidad especifica de crecimiento, de consumo de sustrato y el rendimiento (en fase

aerobia, microaerobia y global) fueron calculadas a las siguientes ecuaciones:

1= (AX/At)/x
gs= -(AS/At)/x

Y = (AX/AS)

Donde:

U Velocidad especifica de crecimiento

X: Concentracion de Biomasa

t: Tiempo

0s:  Velocidad especifica de consumo de sustrato
S: Concentracién de glucosa

(2.2)
(2.3)

(2.4)
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Yys: Rendimiento de sustrato [g/g]
2.9.2 Calculos respiratorios.

La velocidad de transferencia de oxigeno en el sistema fue obtenida de acuerdo a la siguiente
expresion, incluyendo los datos obtenidos del andlisis de gases, la velocidad especifica de

aireacion (dada por las condiciones del sistema) y el volumen molar del oxigeno.

OTR :i'[ozm _OZOUT] (2.5)
Vmo

Donde:
OTR : Velocidad de transferencia de oxigeno [mmol O,/ L h]
q: Velocidad especifica de aireacion [L /L Min]
Vo :  Volumen molar en litros del O, [L/mol]
Oyn: Concentracion de oxigeno a la entrada del sistema [Moles]
O,0ur :Concentracion de oxigeno a la salida del sistema [Moles]

La velocidad especifica de consumo de oxigeno se calculo a partir de la siguiente expresion:

dC. 1
(o2 = E . ; (2.6)
Donde:
Joz: Velocidad especifica de consumo de oxigeno [ mmol/gh]
CrL: Concentracion de oxigeno disuelto en el liquido [ mmol O,/ L ]
t: tiempo [h]
X: Concentracion de biomasa [g/L]

3. RESULTADOS Y DISCUSION.
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El presente capitulo se divide en cuatro secciones. En la primera se describen los resultados de
experimentos dirigidos a comprobar la presencia del gene vgb en el plasmido pNKDI1, la
construccion de las cepas W3110 vgb™ y vgb* y VH33 vgb™ y vgb™ y la expresion del gen vgb
en las cepas W3110 vgb™ y VH33 vgb*. La segunda seccion muestra los resultados obtenidos
con las cepas W3110 vgb™ y vgb™ y VH33 vgh™ y vgb™ crecidas en condiciones de cultivo
aerobias en modo lote usando un medio complejo adicionado con 10 g/L de glucosa. La
tercera y cuarta seccion presentan el comportamiento de estas cepas en condiciones de cultivo
con una fase aerobia y una fase microaerobia, cultivadas en modo lote crecidas con un medio

complejo adicionado con 25 g/L y 50 g/L de glucosa respectivamente.
3.1 Comprobacidn de la presencia del gene vgb y su expresion.
3.1.1 Comprobacion de la presencia del gene vgb en el plasmido pNKD1.

Para comprobar la presencia del gene de interés en el pldsmido pNKDI, se extrajo dicho
plasmido de las células donadas por el Prof. Stark (Illinois Institute of Technology) después
de ser cultivadas en medio Luria-Bertani suplementado con ampicilina como marcador de
seleccion. Una vez que se obtuvo el plasmido se realizé una Reaccion en Cadena de la ADN
Polimerasa (PCR), utilizando como molde al plasmido pNKD1 y las especificaciones y los
oligobmeros descritos en el capitulo 2. Posteriormente se realizd una electroforesis para
verificar la amplificacion del gen vgh. Como se observa en la figura 3.1, el producto de la
amplificacion corresponde a un fragmento de aproximadamente 600 pares de bases, lo que
corresponde al valor esperado (Guerra et al., 2008). De acuerdo este resultado, se comprobd

que el gene vgb se encuentra en el plasmido pNKDI.
3.1.2. Electroforesis de proteinas bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

La presencia de la hemoglobina VHb en las células transformadas con el plasmido pNKDI1 fue
comprobada mediante electroforesis en gel de poliacrilamida bajo condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE), como se describi6 en el capitulo 2.
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10,000

2000 -
750 Figurq 3.1. Ampliﬁcaciér} por PCR del gene vgb en el
plasmido pNKDI. El carril 1 corresponde al marcador de
500 - peso molecular Gene Ruler 1 kb de Fermentas. En los
carriles 2, 3 y 4 se encuentran los fragmentos
amplificados (600 pb aproximadamente) a partir del
250 plasmido pNKDI. El carril 5 muestra el testigo negativo,

en el que se coloco todo lo necesario para la reaccion de
amplificacion excepto los oligdmeros.

La figura 3.2 muestra que la cepa VH33 vgh’ muestra una mayor concentracion de proteinas
con un peso molecular cercano a los 16 kDa que la cepa VH33 vgb™ cuando son cultivadas
bajo condiciones de microaerobiosis. El aumento en la poblacion de proteinas de este peso
molecular es atribuible a la VHb, la cual tiene un peso molecular de aproximadamente 15.8

kDa (Zhang et al., 2006; Bollinger et al., 2001).

Figura 3.2. Gel de electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE) de proteinas
totales de las cepas VH33 vgh™ (carril 2) y
vgb™ (carril 3). Los carriles 1 y 4
corresponden al marcador de peso molecular
Unstained Protein Molecular Weight Marker
de Fermentas. En la cepa VH33 vgh™ se
presenta una banda correspondiente a
aproximadamente 16 kDa, lo que coincide
8.4 kDa con el peso molecular reportado para la

18.4 kDa hemoglobina VHb.

14.4kDa 14.4kDa

En las figuras 3.3 A y B se muestran los
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histogramas del gel de electroforesis de proteinas correspondiente a las cepas VH33 vgb y
vgb™ respectivamente. Estos histogramas permiten ver las curvas o picos propios a cada una de
las bandas de proteinas registradas en el gel de la figura 3.2. La banda correspondiente al peso
de la hemoglobina VHDb se encuentra alrededor de los 550 pixeles del histograma. En el panel
A (cepa VH33 vgb’), alrededor de este valor se observa un area sin picos (aunque se tiene una
elevacion constante, debido probablemente a un lavado defectuoso del gel), mientras que en el
panel B (correspondiente a la cepa VH33 vgb™) se observa un pico bien definido a la misma
altura. Esto permite comprobar que en el caso de la cepa VH33 vgh™ existe una banda con una
mayor concentracion (ya que presenta una mayor cantidad de pixeles) correspondiente al
tamafio de la hemoglobina de interés. Dicha banda no existe en la cepa vgh’, por lo que puede

asumirse que la cepa VH33 vgb' contiene la proteina VHb.
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Posicion de Pixeles Figura 3.3 Histogramas correspondientes al gel de
electroforesis desnaturalizante de proteinas de las cepas
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3.1.3. Comprobacion indirecta de la expresion del gene vgb en las cepas W3110 vgb* y
VH33 vgb*.

50
0

Una de las hipotesis mas aceptadas sobre el mecanismo de accion de la VHb es la hipdtesis de
difusion facilitada, que explica que la presencia de VHb aumenta la captura y el flujo de

oxigeno hacia las oxidasas terminales (Ramandeep et al., 2001).

En consecuencia, una cepa que presente VHb consumird el oxigeno con mayor velocidad que

una cepa carente de dicha hemoglobina. Con la finalidad de comprobar el fenotipo resultado
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de la expresion de la VHbD, se determiné la velocidad especifica de consumo de oxigeno
disuelto (qo,) de la cepa VH33 con y sin la hemoglobina VHb (la expresion del gene vgb se

indujo en cultivos microaerobios como se describid en el capitulo 2).

En la figura 3.4 se muestran los perfiles de consumo de oxigeno en un intervalo de entre el 97
y el 40 % de TOD para las dos cepas analizadas. Este intervalo de datos garantiza que se
tomaron en cuenta condiciones completamente aerobias. Como puede observarse en la figura
3.4, la cepa expresando el gene vgb consumi6 el oxigeno con mayor rapidez que la cepa que

no porta dicho gene.

El valor de (o, obtenido para la cepa VH33 vgbh™ (22.0 + 0.2 mmol / g h), fue casi el doble del
obtenido para la cepa vgb™ (11.3 = 1.8 mmol / g h). Puesto que ambas cepas fueron cultivadas
y analizadas bajo las mismas condiciones, esta diferencia en el consumo de oxigeno y el
aumento en el mismo, debe ser causado por la expresion del gene vgb y accion de la
hemoglobina VHb (Kallio et al., 1994). Carlson y Srienc (2004) reportaron un intervalo de
valores de (o, para cepas silvestres de 15 a 19 mmol/g h. De acuerdo a estos valores, la o,
obtenido para la cepa VH33 vgb™ resultdé menor que los valores compilados por Carlson y

Srienc (2004) para las cepas silvestres.

Figura 3.4. Perfiles de concentracion de oxigeno disuelto en experimentos para la determinacién de qg,. Circulos

0.22 blancos: cepa VH33 vgh’, circulos
negros: cepa VH33 vgb'. Los
0.20 . . q-
experimentos por triplicado generaron

0.18 resultados similares.

0.16 -
0.14 +

0.12 +

Concentracion de O, disuelto (mmol/L)

Esto puede ser porque la cepa
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Tiempo (min) interior de la célula con menor
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rapidez que una cepa no modificada (Gosset, 2005; Lara et al., 2008), por lo que el oxigeno
necesario para oxidar la glucosa se consumiria también con menor rapidez en VH33 que en
una cepa silvestre. Por su parte, la cepa VH33 vgb" presenta una o, que es incluso
ligeramente superior a los valores compilados por Carlson y Srienc (2004). Este incremento en
consumo de oxigeno, atribuible a la presencia de la VHb, puede tener una repercusion
inmediata en los flujos de carbono, ya que podrian incidir en una mayor velocidad de consumo

de glucosa, como se discutird mas adelante.

Los resultados mostrados en esta seccion demuestran que el gene vgb esta presente en el
plasmido pNKDI1, que la cepa expresando dicho gene mostré un aumento de la cantidad de
proteinas del peso molecular correspondiente a la VHb, y que el fenotipo esperado como
consecuencia de la presencia de la VHb (aumento en la qo,) fue comprobado, lo que indica la
presencia de la proteina activa. Una vez comprobado lo anterior, las diferentes cepas fueron
evaluadas en cultivos completamente aerobios y en cultivos de alta densidad celular en modo

lote.

3.2 Cultivo de las cepas W3110 vgb y vgb™ y VH33 vgb™ y vgb* en modo lote con 10 g/L de

glucosa.

En V. stercoraria la hemoglobina VHD solo se expresa en ambientes microaerobios (Khosla
y Bailey, 1998; Zhang et al., 2006). Sin embargo, como se explico en el capitulo 2, el gen
vgb utilizado en este trabajo se encuentra bajo el control transcripcional de un promotor
modificado que permite su expresion en condiciones completamente aerobias (Dikshit et
al., 1998). En esta seccion se muestran los resultados del comportamiento de las cepas
W3110 vgbh™ y vgb”™ y VH33 vgh™ y vgb™ bajo condiciones completamente aerobias. Para
ello se realizaron cultivos en modo lote usando un medio de cultivo complejo adicionado
con 10 g/L de glucosa y siguiendo las condiciones descritas en el capitulo 2. Cuando fue
necesario, la aireacion se elevo a 2 vvm para mantener la TOD en valores mayores al 10 %

y asi garantizar condiciones aerobias (Sandoval-Barsuto et al., 2004). En esta serie de
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cultivos se reporta unicamente la produccion de acetato debido a que la generacion de los

demas 4cidos organicos fue nula o despreciable.

La figura 3.5 muestra el comportamiento tipico de la cepa W3110 vgb en el cultivo

completamente aerobio. Se observd crecimiento exponencial aproximadamente durante las

primeras 4 h de cultivo, el cual se acompaié de un incremento en la VTO. La acumulacion de

acetato se observd en cuanto inicid el crecimiento. A las 5 h de crecimiento se agotd la

glucosa, mientras que el acetato y la VTO llegaron a sus maximos valores. Tanto el acetato

acumulado como la VTO presentaron s6lo una pequena variacion entre las 3 y 5 h de cultivo.

Posteriormente se observéd un crecimiento adicional de la biomasa, debido probablemente a la

re asimilacion del acetato, acompafiado por un descenso en la VTO, lo que indica que la

demanda se oxigeno se redujo al agotarse la principal fuente de carbono. Este comportamiento

es tipico de cultivos de E. coli con baja concentracion de glucosa (Lara et al., 2008).
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crecimiento exponencial desde el inicio del cultivo y hasta las 4 h. En este momento, la
glucosa estaba cercana a agotarse, a diferencia del cultivo de W3110 vgb", en el que el
consumo de la glucosa tomd 5 h (figura 3.5). La VTO también aumentd a lo largo del

periodo de crecimiento, para caer abruptamente cuando éste ceso.

La VTO maxima alcanzada en cultivos de W3110 vgb" fue similar a la obtenida en cultivos
de W3110 vgb™ (Tabla 3.1), sin embargo, en cultivos de W3110 expresando el gene vgb,
dicha VTO se alcanz6 con una concentracion de biomasa casi 3 g/ menor que en la cepa
sin VHb. Ello concuerda con los resultados de mediciéon de consumo de oxigeno de la
seccion 3.1.2, en los que se mostro que la presencia de VHb en condiciones aerobias
incrementa sustancialmente la qo,. El acetato fue completamente consumido al final del

cultivo (figura 3.6 B).
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cinético de la cepa VH33 vgb™ cultivada en modo lote con medio complejo adicionado con
10 g/l de glucosa. En los cultivos de esta cepa, también se observd crecimiento
exponencial desde el inicio del cultivo. La glucosa fue agotada a las 5 h, punto en el que se
alcanzo la maxima concentracion de biomasa. La VTO maxima fue detectada a las 3 h de

cultivo (figura 3.7 A).

Durante las primeras 2 h de cultivo no se detectd acetato en el medio, y la concentracion
maxima alcanzada del mismo se encontrd en el punto de agotamiento de glucosa (figura 3.7
B). El acetato fue consumido en su totalidad a las 5 h de cultivo, lo que permiti6 una ligera

acumulacion adicional de biomasa (figura 3.7 A).

El perfil cinético de la cepa VH33 vgb™ cultivada con 10 g/L de glucosa se muestra en la figura

3.8. El comportamiento cinético fue similar al de la cepa VH33 vgb™, agotando la glucosa a las

5 h de cultivo y alcanzando la méxima VTO a las 3 h de cultivo.
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La presencia de la hemoglobina VHb tuvo diferentes efectos en las cepas W3310 y VH33. La
tabla 3.1 resume los parametros cinéticos y estequiométricos mas importantes de los cultivos
de ambas cepas expresando y sin expresar el gene vgh. Como se puede observar, los efectos

mas importantes ocurrieron en la cepa W3110.

Tabla 3.1. Principales parametros cinéticos obtenidos para las cepas W3110 y VH33 vgb™ y vgb™ cultivadas en
modo lote con un medio complejo adicionado con 10 g/L de glucosa.

Limax (h) 0.53 +0.02 0.67 +0.01 0.67 +0.01 0.66 + 0.02
Y (2/2) 0.69 + 0.02 0.73+0.03 | 0.75+0.07 0.69 = 0.05
Xmax (2/L) 7.80 £ 0.20 820+033 | 7.97+0.10 750+ 1.43
qs (2/g h) 0.79 = 0.07 0.94 +0.08 1.05 +0.02 0.96 + 0.02
VTO,ue (mmol/Lh) | 33.38+2.86 | 34.33+0.01 | 3290+334 | 3243+19
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La velocidad especifica de crecimiento en fase exponencial se vio incrementada alrededor del
26 % como consecuencia de la hemoglobina VHb en la cepa W3110. Otros autores han
reportado un incremento del 44 % en la velocidad de crecimiento bajo condiciones aerobias
cuando se expresa el gene vgb en Schwanniomyces occidentalis (Devesh et al., 2006) y del 10
% cuando dicho gene se expresa en Pichia pastoris (Xiaofeng et al., en prensa). El aumento en
la velocidad de crecimiento se acompaiié de un incremento de alrededor del 19 % en la s al
expresar el gene vgb en E. coli W3110 (tabla 3.1). Este resultado es razonable, dado que la (s

esta estrechamente relacionada con la velocidad de crecimiento.

En cuanto a la produccién de acetato, se observo una disminucion importante en cultivos de la
cepa W3110 vgb" comparada con la cepa W3110 vgb™. Mientras que la cepa sin la VHb
produjo hasta 0.37 + 0.13 g/L de acetato, la cepa conteniendo la VHb produjo tan solo 0.08 +
0.02 g/L (figura 3.9), lo que representa reduccion de aproximadamente 66 %. Este resultado es
interesante y puede ser explicado desde el punto de vista del sobreflujo metabolico, el cual ha
sido explicado en el capitulo 1. Como ya se ha mencionado, es generalmente aceptado que el
acetato de produce debido a una tasa de transporte elevada de la glucosa al interior de la célula

y un desbalance entre la glicdlisis y el CAT.
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Un enfoque més amplio del fendmeno de sobreflujo metabolico toma en cuenta la capacidad
de generacion de NADH en el CAT y la capacidad de transferencia de electrones al oxigeno
en la cadena respiratoria (reflejado en la velocidad de consumo de oxigeno). Se ha reportado
(Kayser et al., 2005) que a medida que aumenta la velocidad de crecimiento (y con ello la
velocidad de consumo de sustrato) en E. coli, aumenta la (o, (directamente relacionada con la
generacion de energia al final de la cadena respiratoria). Sin embargo, existe un punto en el
que la qo, llega a su méaxima capacidad y con ello comienza la producciéon de acetato. Por lo
tanto, no solo la tasa de consumo de glucosa es un factor determinante para disparar el
sobreflujo metabolico, sino también la capacidad de la célula para oxidarla. De hecho, algunos
autores han sugerido (basados en célculos estequiométricos) que la velocidad de crecimiento
en E. coli esta limitada por la velocidad de respiracion aerobia (Andersen y Meyenburg,
1980). Dado que la VHb podria jugar un papel similar a un citocromo en la cadena de
transporte electronico (Zhang et al., 2007; Wei y Chen, 2008), es posible que su presencia en
condiciones aerobias acelere el transporte de electrones del NADH hasta el oxigeno, con el
consecuente aumento en formacion de ATP, lo que explicaria la mayor velocidad de
crecimiento cuando la VHb estd presente en condiciones aerobias (tabla 3.1). Al existir un
mayor consumo de NADH + H', el CAT estaria mas activado y ello podria explicar la
reduccion en la produccion de acetato (figura 3.9). Sin embargo, no es posible comprobar
dicha hipotesis con los datos de la presente tesis, por lo que habria que realizar estudios
fisiologicos mas profundos para explicar los efectos mencionados. No obstante, es razonable
afirmar que la expresion de la hemoglobina VHb en E. coli bajo condiciones aerobias es una
estrategia interesante para reducir el sobreflujo metabdlico y aumentar la velocidad de

crecimiento de dicha bacteria bajo condiciones aerobias.

A pesar de los cambios observados en W3110 por la presencia de la VHb, el valor de Yx/s no
tuvo variacion perceptible (tabla 3.1). Ello podria deberse a que el carbono que no se destina a
la producciéon de acetato, podria estarse direccionando a la generacién de energia y liberarse
como CO,, es decir, no integrarse a la biomasa. Nuevamente, es necesario un analisis mas

detallado para comprobar lo anterior.
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La presencia de la VHb no tuvo efectos importantes en la cepa VH33. La velocidad de
crecimiento, rendimiento de biomasa y velocidad de consumo de glucosa no tuvieron
variaciones apreciables (tabla 3.1). A diferencia del sistema PTS, el cual es inducible y
altamente eficiente (Gosset, 2005), la permeasa de galactosa tiene una capacidad limitada para
transportar glucosa. Ello podria explicar que en contraste con W3110, no se observd un
aumento en la velocidad de crecimiento ni en el consumo de glucosa. Cabe mencionar que las
velocidades de crecimiento de VH33 vgb™ y vgb' es muy similar a la de la cepa W3110 vgb'.
Sin embargo, el acetato producido por la cepa fue menor que el de las cepas VH33, lo que
indica que la VHb permite un metabolismo mas eficiente en la cepa W3110 que en las demads

cepas.

Por otro lado, se ha demostrado que VH33 produce més del doble de ADN plasmidico que
W3110 (Soto et al., 2011), esto probablemente debido al aumento en el flujo de carbono de la
ruta de las pentosas fosfato. En consecuencia, la carga metabodlica en VH33 puede ser mayor
que en W3110, debido a la presencia de un mayor niumero de copias de plasmido y por lo
tanto, mas copias del gene de resistencia a antibiotico que deben de ser transcritas y
traducidas. De acuerdo a Rozkov y colaboradores (2004), la carga metabodlica presente cuando
E. coli produce plasmidos trac como consecuencia un aumento en la acumulacion de acetato
debido a la expresion del gen de resistencia, lo que puede en parte explicar los resultados

observados.

Los valores obtenidos para Yys Y Xmax €n las cuatro cepas son similares (tabla 3.1). Para
evaluar las posibles ventajas de la cepa W3110 vgh" sobre las otras cepas, seria deseable llevar
a cabo cultivos de alta densidad celular en modo lote completamente aerobios empleando
concentraciones de 100 g/L de glucosa o superiores. En experimentos similares, se ha
observado la ventaja de evitar la produccion de acetato (Lara et al., 2008; Knabben et al.,
2010: Soto et al., 2011). Sin embargo, dichos experimentos estdn fuera de los objetivos de la
presente tesis. Los valores maximos de VTO de los diferentes cultivos fueron similares, lo que
esta en concordancia con los valores de Qs obtenidos. La adquisiciéon de datos con una
frecuencia menor (p. ¢j., mediciones cada 10 min) permitiria una analisis mas informativo de

este parametro.
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3.3 Cultivos de las cepas W3110 vgb™y vgb® y VH33 vgb™y vgb* en modo lote con 25 g/L

de glucosa.

Para evaluar el efecto que la hemoglobina VHb tiene en las cepas W3110 y VH33 cuando se

alcanzan condiciones microaerobias en cultivos por lote, éstas se cultivaron expresando y no

expresando el gene vgh, empleando una concentracion inicial de 25 y 50 g/L de glucosa. Las

condiciones microaerobias en estos cultivos se alcanzaron por aumento de biomasa (y con ello

del consumo de oxigeno) y por las limitaciones propias del sistema usado. En esta seccion se

describen los resultados de cultivos empleando 25 g/L de glucosa.

Las figuras 3.10 y 3.11 muestran el perfil cinético tipico de cultivos de las cepas W3110 vgb™ y

vgb" cuando se emplearon 25 g/L de glucosa inicial.
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En el caso de la cepa W3110 vgbh™ se observd crecimiento exponencial desde el inicio del
cultivo y hasta las 5 h (figura 3.10A). En este punto se alcanzaron condiciones microaerobias
(TOD <5 %) y las células continuaron creciendo a una menor velocidad por dos horas maés,

hasta que la glucosa fue agotada, alcanzando una concentracion de biomasa cercana a los 11
g/L.

Se observo acumulacion de acetato desde el inicio de los cultivos de ambas cepas (figuras 3.10
y 3.11 B) como es usual en cultivos de W3110, atribuible al sobreflujo metabdlico (Lara et al.,
2008). En cultivos de W3110 vgb’, el lactato, succinato y formato claramente comenzaron a
acumularse después de la transicion a condiciones microaerobias. El acetato y el lactato fueron
consumidos parcialmente después del agotamiento de la glucosa, lo que concuerda con

estudios previos de cultivos de W3110 bajo condiciones anaerobias intermitentes (Lara et al,
2006).
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Se encontraron varias diferencias en el comportamiento de W3110 cuando se expreso el gene
vgb. Las condiciones microaerobias se alcanzaron a las 3 h de cultivo, esto es, dos horas antes
que en cultivos de W3110 vgb". A diferencia del cultivo de W3110 vgb’, el crecimiento
exponencial de W3110 vgb" contintio durante la fase microaerobia hasta que se agotd la
glucosa (figura 3.11A). Este comportamiento dio como resultado una menor duracion del lote,
ya que la glucosa fue agotada a las 6 h, es decir, una hora menos que en cultivos de W3110
vgb'. El lactato, succinato y acetato comenzaron a acumularse un poco antes de iniciar la fase
microaerobia. Las concentraciones maximas de acetato alcanzada por la cepa W3110 vgb™ (3.5
+0.9 g/L) y W3110 vgb™ (3.8 = 0.2 g/L) fueron similares (figura 3.14). Es interesante observar
que la presencia de la VHb tuvo como consecuencia una menor acumulacion de lactato (0.35 +
0.10 g/L), comparado con la cepa W3110 vgb™ (0.66 = 0.15 g/L). Por otro lado, la cepa
conteniendo la VHb produjo mas formato  (1.64 + 0.18 g/L) que la cepa careciendo de dicha
hemoglobina (0.76 + 0.29 g/L) (figura 3.14). Estas diferencias pueden atribuirse a la diferente
demanda de cofactores que resulta del mayor flujo de oxigeno en la cadena respiratoria

provocado por la presencia de la VHb (Zhang et al., 2007).

El objetivo particular de este trabajo fue mejorar el desempefio de la cepa VH33 para alcanzar
altas densidades celulares en un modo lote. El desempefio de las cepas VH33 vgh™ y VH33
vgb" cultivadas en modo lote con un medio complejo adicionado con 25 g/L de glucosa se

presenta en las figuras 3.12 y 3.13 respectivamente.

El crecimiento de VH33 vgb™ fue exponencial desde el principio del cultivo hasta las 5 h del
mismo, momento en que las condiciones microaerobias fueron alcanzadas. De manera similar
a los cultivos de W3110 vgb’, el crecimiento casi ceso bajo las condiciones microaerobias. Sin
embargo, en este caso, todavia quedaban alrededor de 8 g/L de glucosa en el medio (figura

3.12 A).
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Figura 3.12. (A) Perfil cinético de
—— produccién de biomasa, —o-
concentracion de glucosa y -+ VTO
en cultivos de la cepa E. coli VH33
vgb. (B) Perfil cinético de
produccion de acidos orgéanicos: —4-
acetato, —*— formato, —vV—succinato y
—+—lactato. La linea  vertical
punteada indica el momento en que
se alcanz6 microaerobiosis (TOD < 5
%). Se realizaron dos experimentos
independientes en cada caso con
resultados similares. Para facilitar la
visualizacién se muestran resultados
de un solo experimento.

Figura 3.13. (A) Perfil cinético de ——
produccion  de  biomasa, —o-
concentracion de glucosa y -+ VTO
en cultivos de la cepa E. coli VH33
vgb*. (B) Perfil cinético de
produccién de acidos orgdnicos: ——
acetato, —*— formato, —v— succinato
y —+ lactato. La linea wvertical
punteada indica el momento en que se
alcanzd microaerobiosis (TOD < 5
%). Se realizaron dos experimentos
independientes en cada caso con
resultados similares. Para facilitar la
visualizacion se muestran resultados
de un solo experimento.
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Durante las primeras 3 h del cultivo de VH33 vgb™ no se observé acumulacion de acetato
(figura 3.12 B), lo cual contraste con los cultivos de la cepa W3110 vgh. Se observd una
pequeiia cantidad de acetato durante la cuarta y quinta hora, siendo consumido posteriormente.
Estos resultados concuerdan con el modelo molecular de la cepa VH33 (De Anda et al., 2006).
El formato, succinato y lactato se acumularon después de 4 h de cultivo. La maxima

concentracion de biomasa fue cercana a los 13 g/L (figura 3.12 B).

Al igual que en el caso de W3110, la presencia de VHb en la cepa VH33 generd varias
diferencias en el desempefio de ésta. La expresion del gene vgb aumento el crecimiento de
VH33 y la velocidad a la que se alcanzan las condiciones microaerobias (una hora antes que
VH33 vgb’). Este comportamiento puede ser atribuido a una mayor actividad respiratoria de
VH33 vgb" comparada con VH33 vgb’, como se reporté en la figura 3.3. El crecimiento
continud tres horas mas en condiciones microaerobias aunque con una baja velocidad de
crecimiento (comparado con la fase acrobia) (figura 3.13A), a diferencia de la cepa VH33 vgb’
, la cual presentd s6lo un crecimiento casi nulo cuando se presentaron condiciones
microaerobias (figura 3.12A). En comparacion con los cultivos de VH33 vgb,” el acetato se

acumulo desde el principio del cultivo de VH33 vgb™ (figura 3.13 B).

La carga metabolica impuesta por la produccion de plasmidos dentro de E. coli trae como
consecuencia un aumento en la acumulacion de acetato debido a la expresion del gen de
resistencia (Rozkov et al., 2004). Se ha demostrado que VH33 produce mas del doble de
plasmido que W3110 (Soto et al., 2011), esto probablemente debido al aumento en el flujo de
carbono de la ruta de las pentosas fosfato. En consecuencia, la carga metabdlica en VH33
puede ser mayor que en W3110, debido a la presencia de un mayor nimero de copias de
plasmidos y por lo tanto, mas copias del gen de resistencia a antibioticos que deben de ser
transcritas y traducidas. En VH33 vgb™ la expresion adicional del gen vgb aumenta la carga
metabolica. Esta carga se ve reflejada en el aumento en la velocidad especifica de consumo de

glucosa (gs) de VH33 vgb™ (1.09 £ 0.04 g/g h), comparado con VH33 vgb™ (0.88 + 0.02 g/g h).
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Esto puede explicar la mayor acumulacion de acetato en VH33 vgb® (6.5 + 0.3 g/L)
comparado con VH33 vgb™ (3.8 £ 0.2 g/L), a pesar de la modificacion en el sistema de

transporte (figura 3.14).

La acumulacion de lactato fue similar en ambas cepas, mientras que el succinato llegd hasta
0.63 £9.93 y 1.8 + 0.4 g/L en VH33 vgbh" y VH33 vgb" respectivamente. Sin embargo, la
concentraciéon maxima de biomasa alcanzada 14.9 + 0.2 g/L se presenté en VH33 vgb™ (figura

3.14).

7]

Figura 3.14. Concentraciones
4 - maximas de acidos orgéanicos de las
cepas W3110 y VH33 vgh™ y vgh* en
cultivos con 25 g/L de glucosa.
W ca00, 0 formato, NN
succinato, L[—1 lactato. Se
muestran los promedios y el
intervalo de los datos de
experimentos por duplicado.

Méximas concentraciones de acidos
organicos producidos ( 3/ L)

- + -
W3110vyb  W3M0wvgb  VH33wgh  VH33vghb
Cepa

La presencia de VHb en las diferentes cepas de E. coli aument6 la velocidad especifica de
crecimiento en condiciones aerobias y microaerobias. La velocidad de crecimiento de W3110
y VH33 aumento cerca del 30% cuando VHb se expreso en la fase aerobia de los cultivos. Una
posible explicacion para esto es que el aumento en el flujo de electrones facilitado por la VHb
(Zhang et al., 2006) puede resultar en una mayor producciéon de ATP. Como en condiciones
completamente aerobias no hay produccion de acidos orgénicos, la fuente de carbono y

energia pueden ser dirigidas mas eficientemente a la sintesis de biomasa.
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El efecto en la velocidad de crecimiento en condiciones de microaerobias fue mas importante,

ya que aument6 mas del doble en ambas cepas cuando VHb estuvo presente (figura 3.15).

1 O Crecimiento microaerobio
1 M Crecimiento Aerobio

08 + Figura 3.15. Velocidades
] especificas de crecimiento en
] fase aerobia M y microaerobia
06 + O de las cepas W3110 vy
] VH33 vgb™ y vgh™ en cultivos
] con 25 g/L de glucosa. Se
04 1 muestran los promedios y el
] intervalo de los datos de
experimentos por duplicado.

a(h’)

02 4

0.0 1 . . T .
W3110 vgh” W3110 vgb® VH33 vgbh™  VH33 vgb®

La velocidad de crecimiento en microaerobiosis aumento de 0.10 + 0.03 a 0.25 + 0.03 h™'
cuando la hemoglobina se produjo en W3110, al mismo tiempo, el aumento en la velocidad de

crecimiento en microaerobiosis fue de 0.09 +0.02 2 0.22 + 0.01 h™! en VH33.

También hubo un aumento general en el rendimiento de biomasa en glucosa cuando vgb se
expresdé en condiciones microaerobias. Como resultado de la presencia de VHb, los
rendimientos de biomasa sobre glucosa aumentaron de 0.17 = 0.08 a 0.40 + 0.05 g/g para

W3110y de 0.13 +0.06 a 0.41 + 0.03 g/g para VH33.

3.4 Cultivo de las cepas W3110 vgb y vgb™ y VH33 vgb™y vgb* en modo lote con 50 g/L de

glucosa.

El efecto de la presencia de la VHD se estudié también en cultivos en modo lote con un con
una elevada concentracion de glucosa (50 g/L). Al igual que en los cultivos con 25 g/L de

glucosa, se present6 una fase aerobia y una microaerobias.

71



Concentracion de glucosa (g / L)

Acetato producido (g / L)

El empleo de 50 g/L de glucosa ha permitido alcanzar concentraciones de biomasa de VH33
en modo lote superiores a los 20 g/L en modo lote. Para mantener condiciones aerobias se ha
requerido enriquecer el aire con oxigeno (Lara et al. 2008) o incrementar la presion en el

biorreactor (Knabben et al. 2010).

Las figuras 3.16 A y 3.17 A muestran las caracteristicas de un cultivo tipico de la cepa
W3110 vgb™ y la cepa W3110 vgh™ respectivamente. La cepa W3110 vgb™ alcanzé las
condiciones microaerobias dos horas antes que la cepa W3110 vgb. EI crecimiento
exponencial continué durante una hora mas en la cepa con hemoglobina. La cepa W3110 vgh
cultivada con 50 g/LL de glucosa presenta condiciones de microaerobiosis al mismo tiempo que
si se cultiva con 25 g/L, sin embargo, bajo la primera condicidon, continiia creciendo
exponencialmente dos horas mas. Aun cuando la concentracion maxima de biomasa fue muy
similar para las cepas W3110 vgb™ (18.03 + 1.43 g/L) y W3110 vgb™ (18.63 £ 0.50 g/L) esta

ultima tomd una hora menos para agotar la glucosa.
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concentracion de glucosa y -+ VTO en
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linea vertical punteada indica el
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La produccion de acidos organicos registrada para ambas cepas fue muy similar y aumentd
considerablemente cuando el sistema se encontré en condiciones microaerobias (Figuras
3.16B y 3.17B). En ambas cepas se mostrd el mismo patrén de produccion de metabolitos
fermentativos. El acido organico producido en mayor cantidad fue el acetato (17.01 + 1.27 g/L
para W3110 vgb™ y 16.56 +0.1 g / L para W3110 vgb™), seguido de lactato (4.15 + 0.09 g/L
para W3110 vgb™ y 3.45 + 0.35 g/L para W3110 vgh") y succinato (0.61 + 0.22 g/L para
W3110 vgh™ y 1.47 £ 0.27 g/L para W3110 vgb™), siendo el formato el metabolito con menor

produccion (no se detectd en ningln caso).

Las figuras 3.18A y 3.19A muestran una cinética tipica de las cepas VH33 vgb y VH33 vgb*
respectivamente. El tiempo en que ambas cepas tardaron en llegar a microaerobiosis fue de 4
h. El crecimiento exponencial y el tiempo en que se consumio toda la glucosa fueron similares

en ambas cepas.

73



<—Aerobiosis——=<——Microaerobiosis———=

1
-~
o

50

T
N
o
T
@
=]

N
[S)
T
=
o
T
3]
=]

T
N
o

30

=
o
T
w
=]

20

Figura 3.18. (A) Perfil cinético de
—e— produccion de biomasa, —o—
concentracion de glucosa y -=
VTO en cultivos de la cepa E. coli
VH33 vgb". (B) Perfil cinético de
5 ' acumulacién de 4cidos organicos:
—— acetato, —*— formato, vV~
succinato y —+— lactato. La linea
vertical  punteada indica el
momento en que se alcanzaron
condiciones microaerobias (TOD <
5 %). Se realizaron dos
experimentos independientes en
cada caso con resultados similares.
Para facilitar la visualizacion se
muestran resultados de un solo
experimento.

T
N
o

(%))
Concentracion de biomasa (g / L)

Concentracion de glucosa (g / L)

10 4

Velocidad de transferencia de oxigeno
(mmol O, /L h)

=
o

o
o

14 4

=
N
L

=
o
L

~o
Formato

[e]
L

Acetato producido (g /L)
o

succinato y lactato prdducidos (g/L)

6 8

4
Tiempo (h)

Las figuras 3.18 y 3.19 en su inciso B, muestran que la formacién de productos de
fermentacion acido-mixta en los cultivos de VH33 vgb™ y VH33 vgb™ fue similar. El 4cido
organico de mayor produccion fue el acetato con una concentracion de 17.01 + 1.27 y 16.56 +
0.12 g/L para VH33 vgb™ y VH33 vgh™, respectivamente, seguido por el succinato (3.33 = 0.56
y 2.83 £ 1.57 g/L) y lactato (4.34 + 0.04 y 3.36 = 0.99 g/L) (figura 3.20). Aun cuando la
produccion de acetato, lactato y succinato fue muy similar para VH33 vgb™ y VH33 vgb*
(figuras 3.18B y 3.19 B), el formato fue producido antes por VH33 vgh® y alcanzé una
concentracion mayor (2.02 £+ 0.38 g/L) que en cultivos de VH33 vgb™ (0.49 + 0.19 g/L).

Las concentraciones de los diferentes acidos organicos producidos en las cuatro cepas
cultivadas con 50 g/L de glucosa son muy similares, no se puede identificar una diferencia
sustancial en las mismas (figura 3.20), lo que indica que el balance redox no fue alterado por

la presencia de la VHbD.
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Figura 3.19. (A) Perfil cinético de -
producciéon de biomasa, —o—
concentracion de glucosa y = VTO en
cultivos de la cepa E. coli VH33 vgb*.
(B) Perfil cinético de acumulacion de
4cidos organicos: —+ acetato, —*—
formato, —v— succinato y —+— lactato. La
linea vertical punteada indica el
momento en que se alcanzaron
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resultados similares. Para facilitar la
visualizacion se muestran resultados de
un solo experimento.

Figura 3.20. Concentraciones maximas de
acidos organicos de las cepas W3110 y
VH33 vgb" y vgb*: EEE ,cerat0, 0
formato, BB gyccinato, L lactato en
cultivos con 50 g/L de glucosa. Se
muestran los promedios y el intervalo de
los datos de experimentos por duplicado.
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La VTO no mostr6 diferencia importante entre los cultivos de las diversas cepas estudiadas.
Este resultado es razonable, ya que demuestra que se alcanzé la maxima capacidad de
transferencia del biorreactor empleado (alrededor de los 60 mmol O, /L h) en todos los
cultivos con fase microaerobia. Knabben y colaboradores (2010) reportaron un valor de VTO
de 150 mmol O, /L h para mantener condiciones aerobias en cultivos de VH33 con 50 g/L de

glucosa, lo que es dificilmente alcanzable en biorreactores convencionales.

La figura 3.21 muestra el efecto de la VHb en la velocidad de crecimiento durante la fase
aerobia y microaerobia de los cultivos con 50 g/L. de glucosa. Solamente la cepa W3110
presentd mejoria en la velocidad de crecimiento bajo condiciones microaerobias. Cabe notar
que en estos cultivos la cantidad de acidos organicos acumulada fue de alrededor de 20 g/L, lo
que resulta inhibitorio para el crecimiento de E. coli (Lee et al., 1996). Es posible la inhibicion
por estos productos impidan observar los efectos de la VHb. La cantidad de carbono que fue
convertida a acidos organicos puede ser la causa de que la cantidad de biomasa producida por

todas las cepas fuera casi la misma, a pesar de las distintas modificaciones moleculares.

1.0 g
] M Crecimiento microaerobio
1 O Crecimiento Aerobio

08 +

06 +

oal Figura 3.21. Velocidades

T especificas de crecimiento en fase
] aerobia M y microaerobia O en
] cultivos con 50 g/L de glucosa. Se

027 muestran los promedios y el

intervalo de los datos de

] experimentos por duplicado.

0.0 T

W3110vgb~  W3110vgb®  VH33vgb’ VH33 vgb*
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Si se comparan estos datos con los obtenidos en las cinéticas con 10 y 25 g/L de glucosa, se
observa que todas las cepas crecidas en condiciones completamente aerobias presentaron un

aumento en el rendimiento y en la biomasa méxima con respecto a los valores registrados para
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estos parametros en los cultivos de 25 y 50 g/L. En general en todas las cepas se presenta un
aumento en la umax y en la Qs en los cultivos realizados con 25 g/ con respecto a los de
condiciones completamente aerobias y a las de alta concentraciones de glucosa. Cuando se
empled una concentracion inicial de glucosa de 50 g/L, la acumulacion de acidos organicos
fue muy alta. Por lo tanto, un nuevo reto para el uso de cepas expresando VHb en CADC en
modo lote es establecer estrategias para reducir o incluso eliminar la produccion de acidos

organicos bajo condiciones microaerobias.
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4. CONCLUSIONES.

En el presente trabajo se presentaron estudios que integraron técnicas moleculares y
herramientas de andlisis fisioldgico para investigar los efectos que la hemoglobina VHb
proveniente de la bacteria gram negativa Vitreoscilla stercoraria ocasiona en cepas de
Escherichia coli silvestres y con el metabolismo central de la glucosa modificado crecidas en

modo lote utilizando un medio complejo.

Se usaron tres variaciones en la concentraciéon de la fuente de carbono para analizar las
respuestas celulares en condiciones completamente aerobias, aerobias y microaerobias con
una cantidad considerable de fuente de carbono (25 g / L de glucosa) y con una cantidad

elevada de la misma (50 g/L glucosa).

Los diferentes parametros cinéticos analizados en este trabajo mostraron que en cada una de
las condiciones elegidas para este estudio el comportamiento de las cepas estudiadas diferia
notablemente, teniendo resultados valiosos e interesantes sobre todo en los cultivos con 25 g/L

de glucosa.

La cepa VH33 vgb" cultivada en un medio complejo adicionado con 25 g/L de glucosa
presenta valiosas ventajas con respecto a su progenitora (W3110) y a las demas cepas (VH33
vgh™ y W3110 vgb"). Se observo que la pmax no cambid en la cepa VH33 cuando la VHb
estuvo presente y aunque dicha velocidad de crecimiento fue igual a la registrada para la cepa
W3110 vgb', el rendimiento y la cantidad de biomasa se elevan notablemente en la cepa VH33
vgb" mientras que el perfil de 4cidos organicos obtenidos es sumamente similar al registrado

en las otras cepas.

Estas ventajas se ven reducidas en los cultivos con 10 g/L debido a que la expresion de la
hemoglobina VHb es menor, pudiendo concluir que la modificacion realizada en el promotor
del gen de esta proteina para su expresion en condiciones aerobias, no es tan eficiente como el

someter a la cepa a condiciones de cultivo microaerobias. Sin embargo, la presencia de la VHb
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redujo fuertemente el sobreflujo metabdlico en la cepa W3110, lo que resulta atractivo para

posteriores investigaciones.

Por otro lado en los cultivos con 50 g/L de glucosa, no se notd mejoria cuando se expresé la
hemoglobina, probablemente debido a la fuerte acumulacion de 4acidos organicos y a que dicha

concentracion de glucosa resulta inhibitoria.

De esta forma se puede concluir que la cepa VH33 se vuelve un modelo mas robusto de
produccion cuando expresa la hemoglobina VHb en condiciones moderadas de sustrato y

siendo sometida a condiciones aerobias y microaerobias en el cultivo.

El presente trabajo representa un ejemplo de la integracion de ingenieria metabdlica y de
fermentaciones para obtener cepas con un comportamiento mejorado ante la limitacion de

oxigeno presente muy comunmente en la escala de produccion.
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5. PERSPECTIVAS

El presente trabajo muestra que la hemoglobina VHb ocasiona un impacto positivo en una
cepa de Escherichia coli con un sobreflujo metabolico minimizado. En este sentido, las

perspectivas directas surgidas del presente trabajo son amplias.

Una buena opcion para analizar con mas detenimiento el efecto que esta proteina produce en
la cepa VH33 seria realizar cultivos con esta cepa en modo lote con un medio minimo mineral
adicionado con diferentes concentraciones de glucosa u otras fuentes de carbono. De esta
manera la velocidad especifica de crecimiento se encontraria disminuida y la formacion de

productos de fermentacion mixta seria menor.

Otra opcion llamativa seria realizar cultivos en quimiostato, controlando de esta manera, la
velocidad de crecimiento por la entrada de sustrato al cultivo y tener la posibilidad de ejecutar

cultivos de mayo duracion.

Asi mismo, las cepas con hemoglobina usadas en la presente investigacion muestran, aun en
condiciones de cultivo aerobias, una expresion del gen vgb. Lo anterior permite una nueva
rama de investigacion ya que la mayoria de los estudios con esta hemoglobina en cepas de E.
coli hasta ahora se centran en su expresion bajo condiciones microaerobias. Realizar un
estudio completo e integral de la influencia que esta proteina ocasiona a diferentes condiciones
de oxigeno disuelto permitird obtener un panorama completo de la funcion y beneficios que la

VHD ocasiona en E. coli.

Para poder comprender el impacto que la hemoglobina bacteriana tiene en cepas de E. coli se
propone realizar perfiles transcripcionales, evaluar cambios en el metaboloma, asi como
elaborar andlisis protedmicos extracelulares y mediciones de viabilidad celular. Todo esto en
conjunto permitira establecer un estudio global y un entendimiento completo de como la VHb

modifica la fisiologia celular de diferentes cepas de Escherichia coli (silvestre o con
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modificaciones en el metabolismo central) en condiciones tanto aerobias como microaerobias

de cultivo.

También seria de gran utilidad evaluar el efecto que la hemoglobina VHb puede llegar a tener
en cepas cuyo metabolismo fermentativo se encuentra modificado ya que con esto se
resolveria uno de los principales problemas expuestos en este trabajo: la elevada produccion
de 4cidos orgéanicos cuando la cepa VH33 vgb™ se cultivé a elevadas concentraciones iniciales

de glucosa.

De la misma manera, seria interesante estudiar el comportamiento de cepas que expresen el

gen vgb junto con estrategias como dialisis, suministro de oxigeno puro o aire enriquecido y
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PRODUCCION CIENTIFICA.
Publicaciones derivadas de la presente tesis.

En el articulo 1 se presentan los resultados del analisis fisiologico de cepas de E. coli nativa
(W3110) y con el sistema PTS modificado (VH33) con y sin expresion del gen vgh cultivadas

en modo lote con medio complejo con 25 y 50 g/L de glucosa.

En el articulo 2 se muestra un estudio adicional con la cepa VH33. Se analizan las
producciones de acetato y ADN plasmidico (un modelo de vacuna de ADN) para la cepa
nativa (W3110) y las cepas VH33 y VH34 (proveniente de VH33 pero con el gen de la

piruvato cinasa inactivado).
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