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RESUMEN

En esta tesis se examiné la presencia de las vias de produccién de bioH, en una cepa de E.
aerogenes, denominada en nuestro laboratorio como 2F. La aproximacién bioinformatica realizada
con el genoma de la cepa comercial KCTC 2190 demostré que esta cepa de E. aerogenes posee una
[Ni-Fe]-hidrogenasa representada por la hidrogenasa-3 (Hyd-3) presente en el complejo proteico
Formato Hidrégeno Liasa (FHL) encargada de generar bioH; por la via del formato. Junto con
lo anterior, la basqueda experimental con partidores que poseen ambigiiedad nucleotidica sugiere
que Hyd-3 es la anica hidrogenasa presente en la cepa E. aerogenes de nuestro laboratorio,
no encontrando evidencia de la existencia de otras [Ni-Fe]-hidrogenasas asi como de [Fe-Fel-

hidrogenasas.

Las fermentaciones realizadas con E. aerogenes 2F demuestran que el complejo proteico FHL
es el principal encargado de la generacién de bioH, a través de la via del formato, logrando
una produccién de 2.66 mmol Hy g cji,... Junto con lo anterior, se justifica la existencia de
otro tipo de hidrogenasa independiente de formato, que no mostraria relacién con el aumento de
NADH intracelular. Por otro lado, el analisis de los resultados de las mutaciones, cuyo objetivo
era aumentar los niveles de NADH, demuestran que su aumento produce un incremento en la
produccién de bioH, sugiriendo una relacién no descrita hasta el momento entre NADH y Hyd-3

(3.69 mmoles de bioH, por gramo de célula).

El analisis del balance energético y de carbonos junto con la reconstruccion de las vias me-
tabdlicas centrales muestran que el desbalance energético, generado por la eliminacién de genes,
promueve la activacion de otras vias celulares con el objetivo de restaurar este desbalance. De
esta forma se produce una activacién de vias anapleréticas y el incremento en la produccién
principalmente de acetato y etanol (0.31 y 1.67 moles de metabolito por mol de glucosa, respec-

tivamente).

El estudio realizado con hidrolizado de paja de trigo, como sustrato renovable primario, de-
muestra que con el uso de pretratamientos alcalinos de 1% y 2 % de NaOH, junto con el alcalino
con perdxido de hidrégeno (H,0,) al 1.5% se obtienen los mejores rendimiento de mmoles de

bioH, por gramo de célula (3.06, 2.97, 2.50, respectivamente).
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Desafio Energético

La enorme demanda energética que es necesaria para satisfacer las necesidades socioeconé-
micas tanto en Chile como a nivel mundial ha planteado un gran desafio debido a que la principal
fuente para la generacién de energia proviene de los combustibles de origen fésil, es decir, esta
energia deriva del petréleo, gas natural y carbén. Se ha calculado que estos recursos naturales
no renovables se agotaran dentro de poco tiempo, de hecho se ha estimado que las reservas
mundiales de petréleo se consumiran dentro de no mas de 80 afios, para el caso de gas natural
se han determinado alrededor de los 60 afios y entre 170 a 200 afios para el carbén [1]. Por
lo que, a medida que pase el tiempo estos combustibles se haran mas escasos lo que generara

eventualmente un aumento en su valor.

El sustento de nuestra sociedad se ha basado en un suministro seguro y constante de energia
basada en combustibles fésiles, por consiguiente, ademéas de lidiar con el limite de temporalidad
y la constante fluctuacién en el mercado, debemos enfrentarnos al impacto ambiental que ha
causado su uso. La utilizacién de estas fuentes de energia ha contribuido a efectos en el cambio
climatico, reflejados en un aumento progresivo de temperatura en la superficie terrestre, aumento
en el nivel de los océanos, cambios en los patrones de precipitacién, cambios en los ecosistemas

y por altimo problemas de salud debido a la contaminacién ambiental [2, 3].

Estos antecedentes han guiado la investigacién en basqueda de nuevas formas de energias a
través del uso de tecnologias que permitan la transformacioén de fuentes renovables primarias en
fuentes de energia que sean (tiles, de bajo costo, amigables con el medio ambiente y de facil
utilizacién. Las energias renovables son aquellas que se obtienen de fuentes capaces de regenerarse

en el tiempo, entre estas se encuentra la energia edlica, geotérmica, hidroeléctrica, mareomotriz,
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solar y biomasa.
1.1.1 Situacién energética de Chile

El estado de Chile ha logrado un crecimiento econémico sostenible durante esta altima década,
lo que ha ido de la mano con una mayor necesidad energética. En relacion a la necesidad energética
primaria de Chile, esta se ve protagonizada principalmente a través del uso de petréleo (32.9 %),
carbon (24.4%), lefia y biomasa (23.7 %), gas natural (12.6 %) e hidroeléctrica (6.4 %) [4]. En
relacién al consumo energético en Chile, este se compone de 3 grandes sectores de consumo. i)
Industrial y minero, ii) Transporte y iii) Comercial, pablico y residencial. El sector que comprende
la industria y mineria fue el principal consumidor en el afio 2014 con aproximadamente un 40 %
del consumo final del pais, que comprendié tres fuentes principales de energia; eléctrica (33 %),
diésel (26 %) y biomasa (20 %). El segundo sector con mayor utilizacién es el de transporte con
un 33 % del consumo final del pais, representado por un 99 % de derivados del petréleo (diésel y
gasolina). El tercer sector (comercial, publico y residencial) representa el 21 % del consumo final

del pais, cuya fuente energética fue la electricidad [4].

Los antecedentes anteriores reflejan la necesidad que tiene Chile de una entrada constante
y regular de combustibles de origen fésil, llegando a importar alrededor del 95 % del petréleo
utilizado. Esto nos hace vulnerables a las interrupciones y fluctuaciones en los valores de mercado
que ocurren fuera del pais. Por lo tanto, el desafio que enfrenta Chile es contar con recursos
energéticos econémicamente eficientes y competitivos que permitan un desarrollo econémico
sustentable con resguardo en la proteccién del medio ambiente entregando energia limpia y segura,

que permita soslayar la fragilidad de nuestro actual sistema de abastecimiento energético.
1.1.2 Recursos renovables

Como se nombré anteriormente, las formas de energia sustentable a partir de recursos reno-
vables son aquellas que virtualmente existen de forma inagotable, entre estas formas de energia
se encuentra la energia edlica, geotérmica, hidroeléctrica, mareomotriz, solar y biomasa. La ob-
tencién de energia renovable a partir de biomasa es la que tiene mayor presencia en nuestro pais.
Dentro de este recurso primario se encuentra el caso de la biomasa maderera, la cual es la mas
abundante en el planeta y estd compuesta de hemicelulosa, celulosa y lignina [5], estos compo-

nentes difieren en la forma en que se pueden degradar, para finalmente generar monémeros de
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azicares que pueden ser utilizados como fuente de energia por otros organismos.

A partir de los residuos biomasicos se puede obtener diferentes compuestos, los cuales han
sido utilizados como vectores para la obtencién de energia a nivel mundial tal como el hidrégeno
molecular (H,), metano, etanol entre otros productos [6, 7, 8]. Dentro de estos, el Hy es consi-
derado el vector de energia mas prometedor que reemplazara a los combustibles de origen f6sil,
debido por un lado a que presenta un alto valor calorifico (142 MJ Kg™) [9, 10], este valor es
mayor que la gasolina (47,5 MJ Kg™!), metano (55,53 MJ Kg™!), propano (50,36 MJ Kg™*)
y diésel (44,8 MJ Kg=1). El alto contenido energético en el H, implica que la combustién de
este gas genera mas de 2,5 veces la energia que produce la combustién, de la misma masa de
cualquiera de los otros combustibles. Otro punto importante del H, es que en el dambito ambiental
la combustién solo genera calor y vapor de agua como producto de desecho, por lo que el uso de

esta tecnologia es amigable con el medio ambiente.

1.2 Hidrégeno

El hidrégeno, cuyo simbolo quimico es H, es el elemento méas simple y abundante en el universo,
sin embargo en su forma molecular (Hy) no es abundante. Este elemento esta constituido de un
protén y un electrén y se encuentra cominmente asociado a otros elementos formando moléculas
mas complejas como agua (H,0), hidrocarburos (como el gas natural - metano -CHy-), o en la
biomasa formando parte de animales y plantas. Debido a que el H; no se encuentra en la naturaleza
en su forma molecular, este debe ser obtenido a partir de compuestos que contengan hidrégeno
como los combustibles fésiles, biomasa o del agua. El H, al igual que |a electricidad es considerado
un vector energético, no obstante a diferencia de la electricidad, el H, puede ser almacenado y
transportado para su comercio. En cuanto a su uso, este podria ser suministrado a una fuel cell,
que consiste en una celda o bateria que es alimentada de forma continua por H,, obteniéndose
energia en forma de electricidad, con una eficiencia energética mayor que la de un motor a
combustién [11] y generando vapor de agua como desecho. Estas caracteristicas convierten al Hj
en una alternativa para satisfacer la necesidad energética y solucionar la dependencia de fuentes
externas, ademas de disminuir o mitigar la contaminacién ambiental generada por el uso de

combustibles fésiles.
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1.2.1 Formas de produccion de Hidrégeno molecular

La produccién de H, puede ser llevado a cabo principalmente a través de 3 procesos; i)
Procesos Termoquimicos (como la separacion del agua, reformado de gas natural y gasificacién),
ii) Procesos Eléctricos (electrolisis de agua) vy iii) biolégicos (fotofermentacién y fermentacion sin
luz). En la actualidad, la produccién de H; a nivel mundial, se lleva a cabo casi exclusivamente a
través del primero de los tres procesos, el que involucra el reformado de combustibles de origen
fosil, por consiguiente hasta ahora no es una forma de energia renovable [12]. La siguiente forma
mas utilizada también pertenece a procesos termoquimicos y es la separacion del agua, el principal
inconveniente de estas dos tecnologias son las altas temperaturas de reaccién lo que implica un
aumento en el costo de produccién [12]. Por otro lado, los procesos eléctricos y biolégicos poseen
las mejores proyecciones para la generacion H,. Por un lado, la electrdlisis de agua es considerada
como una de las tecnologias mas eficientes y seguras debido a que necesita sélo agua y energia
en forma de electricidad [13] y la produccién bioldgica es considerada la mas amigable con el

medio ambiente y la que requiere menos energia si se le compara con los otros métodos [14].

El producto obtenido de la produccién biolégica de H; es llamado biohidrégeno (BioH;), este
biohidrégeno puede ser obtenido de recursos renovables como la biomasa y energia solar [15].
Entre éstos, el potencial energético presente en la biomasa ha sido calificada como el recurso

renovable mas prometedor debido principalmente a su distribucién y disponibilidad [16].

Los mecanismos de produccién de biohidrégeno se pueden dividir en 3 categorias principales:

= Fotdlisis, que se divide a su vez en:

o Biofotdlisis directa

e Biofotdlisis indirecta
» Fotofermentacién

= Fermentacion independiente de luz (dark fermentation)

1.2.2 Fotolisis y fotofermentacion

La biofotdlisis se define como la disociacién de un sustrato (usualmente agua), por accién de

la energia radiante del sol, para formar bioH, y oxigeno. Este tipo de proceso se lleva cabo por
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bacterias fotosintetizadoras, como por algas verdes foto-autotréficas y cianobacterias que utilizan
luz y didxido de carbono como fuentes de energia [15]. Por otro lado, la fotofermentacion, es
utilizada por microorganismos que generan bioH, utilizando la energia solar para reducir compo-
nentes organicos. La desventaja que presentan estos dos sistemas radica principalmente en que
existe una baja conversion energética a partir de la energia radiante, lo que se traduce en una
baja tasa de produccién. Junto con lo anterior, ademas, se necesitan grandes areas en cuanto al

disefio de los reactores, por lo que el proceso se encarece [17].
1.2.3 Fermentacién independiente de luz (dark fermentation)

Se ha descrito este tipo de fermentacién como la forma biolégica mas sustentable para la
generacién de bioH,, donde se han reportado distintas bacterias meséfilas capaces de realizar
este tipo de proceso como Escherichia coli, Clostridium sp. y Enterobacter sp, [17, 18, 19]. Estas
bacterias son capaces de generar bioH, de forma continua sin la necesidad de energia solar,
a través del uso de enzimas especificas denominadas hidrogenasas, con una tasa de produccién
mayor en comparacion con la fotdlisis y la fotofermentacion (Tabla 1.1) [17]. Ademas los reactores
utilizados presentan disefios simples como los digestores anaerdbicos convencionales [9]. Si se
compara la tasa de generacion de bioH, con la tasa de generacién de otra fuente energética como
el metano, la tasa de produccién de bioH, es mayor, este hecho ha sido clave para la utilizacién
de la fermentacién en la produccién de hidrégeno [18]. Es por estas razones que la investigacion
se ha dirigido a la generacién de bioH, a través de las fermentaciones sin luz. Sin embargo,
los rendimientos en la produccién de bioH, que se generan por esta via, ain son bajos para
satisfacer la demanda energética. Se ha descrito que uno de los principales factores limitantes en
el rendimiento de la produccién de bioH,, radica en la formacién de metabolitos secundarios que

disminuyen la disponibilidad de intermediarios reducidos necesarios para la su generacién [9].

1.3 Hidrogenasas

Las primeras hidrogenasas se describieron como enzimas capaces de catalizar el traspaso de
electrones desde H; a un aceptor como el oxigeno, nitrato, sulfato, entre otros [20, 21]. De forma
general se les denomina hidrogenasas a las enzimas que participan en el metabolismo de Hy, las

que son capaces de catalizar la siguiente reaccién reversible:

2H+2e” <— H, (1.1)
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Tabla 1.1: Comparaciéon entre Fotolisis, fotofermentacion y dark fermentation.

Tipo de tecnologia  Tasa de produccién Hy - (L - H)™?

Fotélisis directa 0.07
Fotélisis indirecta 0.35
Fotofermentacién 0.16

Dark fermentation

Cepas mesofilas puras 21.0

Modificado de Levin D.B. y cols 2004 [17]

La direccién de reaccion en la Ecuacion 1.1 dependera del potencial redox de la molécula o
compuesto que interactie con la enzima, de esta forma algunos compuestos en presencia de H,
actuaran como aceptores de electrones y la reaccion procedera hacia la izquierda. Las enzimas
que llevan a cabo este tipo de reaccion se les denomina uptake-hidrogenasas, permitiendo a
los microorganismos ocupar H, como fuente de energia. Por otro lado, si las hidrogenasas se
encuentran en presencia de un compuesto capaz de donar electrones en presencia de protones,
la reaccién procedera hacia la derecha y se catalizara la produccién de H,. Las hidrogenasas se
encuentran ampliamente distribuidas en diferentes microorganismos; en su mayoria se encuentran
en procariontes como bacterias y arqueas, pero también se encuentran en menor proporcién en
eucariontes como protozoos y algas unicelulares [15, 22, 23], al igual que en algunos organismos

multicelulares [24].
1.3.1 Clasificacién de las hidrogenasas

Las hidrogenasas se clasifican en 3 diferentes familias dependiendo del tipo de metal que se
encuentra presente en su sitio activo. Las hidrogenasas que presentan un centro de Niquel-Hierro
[Ni-Fe] pertenecen a una de las familias mas conocidas y estudiadas y se encuentran distribui-
das en bacterias y arqueas. Las hidrogenasas que poseen un centro de Hierro-Hierro [Fe-Fe| se
encuentran casi exclusivamente en bacterias y en algunos eucariontes. Por altimo se encuentran
las hidrogenasas que poseen un centro de Hierro-Azufre [Fe-S] que han sido descritas en organis-
mos metandgenos y se les denomina [Fe|-hidrogenasas. Estas altimas no seran abordadas en este

trabajo.
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1.3.2 [Ni-Fe]-hidrogenasas

De las familias de hidrogenasas, esta es la mas estudiada y numerosa. Las proteinas que com-
ponen esta familia estan constituidas estructuralmente como un heterodimero con una subunidad
mayor denominada « (subunidad que posee el sitio activo) y una subunidad pequefia denomi-
nada (3. Esta familia se clasifica en 7 clases diferentes, y se encuentran distribuidas en diversos
organismos procariontes tanto aerobios como anaerobios, asi como en autétrofos y heterétrofos
(Tabla 1.2) [25].

Tabla 1.2: Clasificacion y funcion de la familia de las [Ni-Fe|-hidrogenasas. Esta familia se distri-

buye en 7 subfamilias con funciones diferentes |26, 22].

Clase Funcién
1 Uptake-hidrogenasa unida a la membrana
2a Uptake-hidrogenasa presentes en cianobacterias

2b Hidrogenasas censoras de H»

3a Hidrogenasas Fjq

3c NADP*-hidrogenasas bifuncionales

3d Hidrogenasas reductoras de metilviolégeno

4 Hidrogenasas productoras de Hy unidas a la membrana

Modificado de Vignais P.M. y Billoud B. 2007 [22]

1.3.3 [Fe-Fe] Hidrogenasas

Este tipo de hidrogenasas se encuentran en procariontes anaerébicos como los microorganis-
mos de la clase Clostridia y bacterias reductoras de sulfato, ademéas han sido descritas en algunos
organismos eucariontes anaerobios. En la mayoria de los casos estas hidrogenasas se encuentran
en la naturaleza en forma monomeérica, pero se pueden encontrar formando dimeros, trimeros y
tetrameros [27, 25]. Han sido descritas como productoras de bioH;, pero se pueden encontrar

casos donde ademas actGian como uptake-hidrogenasas [28].

Las hidrogenasas que pertenecen a esta familia poseen una gran diversidad de tamafios en
cuanto a los péptidos que poseen la subunidad catalitica. El sitio activo de estas hidrogenasas es
llamado cluster-H y participan en su formacién 4 cisteinas que constituyen un enlace coordinado

con centros de [Fe-S]. El cluster-H se encuentra bastante conservado en las [Fe-Fe]-hidrogenasas

7
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y esta formado por 3 patrones (H-1, H-2 y H-3) [29]. Si bien la mayoria de las hidrogenasas
posee los tres patrones, existen casos donde uno o dos de estos patrones se encuentra ausente,
como es el caso de una hidrogenasa recientemente descrita en Enterobacter cloacae |IT-BT 08
que no posee dentro de su secuencia el patrén H-2 [30]. Ademas algunas de las hidrogenasas de

esta familia poseen un dominio adicional que puede coordinar un enlace con otro centro de [Fe-S]
(Figura 1.1)

Enterobacter cloacae IT-BT 08

Scenedesmus obliquus

Desulfovibrio vulgaris 4Fe 4Fe

Clostridium pasteurianum 2Fe 4Fe 4Fe 4Fe

“ELLE
[ ]

2Fe||4Fe || F 4Fe 4Fe

Desulfovibrio fructosovorans | 2Fe 4Fe 4Fe 4Fe

Figura 1.1: Representacion grafica de los dominios estructurales presentes en la familia [Fe-Fe]-
hidrogenasas. Los moddulos no se encuentran a escala y fueron inferidos de la comparaciéon de
secuencia y estructura. Simbolos: H: cluster-H; 2Fe: [2Fe-2S|; 4Fe: cluster [4Fe-4S|; F: sitio de
union de NADP* Modificado de Vignais P.M. y Billoud B. 2007 |22]

1.4 Enterobacter aerogenes

Como se sefialé anteriormente, se han descrito diferentes cepas bacterianas capaces de gene-
rar bioH,. Dentro de estas se encuentran bacterias pertenecientes al género Enterobacter, donde
destacan E. asburiae, E. cloacae, E. aerogenes. Este género ha atraido el interés de los investi-
gadores debido a diferentes factores donde sobresalen variables como altas tasas de crecimiento,
facil manipulacién y cultivo, ademas de utilizar un amplio rango de sustratos [31, 32, 33], con-
virtiéndola en un género de uso cémodo, atil y conveniente. Entre estas cepas de Enterobacter,
la especie E. aerogenes ha sido una de las méas estudiadas, debido principalmente a que presenta

las siguientes ventajas:

= Es de facil manipulacién, debido a que es un organismo anaerobio facultativo, pudiendo
crecer en presencia de oxigeno, en contraste con otros organismos utilizados para generar

bioH, como los del género Clostridium, que son anaerobios estrictos.
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Posee altas tasas de crecimiento.

Altas tasas de produccién de bioH, con gran potencial para la produccién a gran escala.

-1

Glucosa Si s€ logra obtener una cepa capaz

Un rendimiento tedrico de 10 mol de bioH, mol

generar hidrégeno en aerobiosis [34].

Puede crecer en una atmésfera de 100 % H, [35].

Enterobacter aerogenes pertenece a la clase Gammaproteobacteria, siendo una Enterobacteria
Gram negativo y aerobia facultativa que forma parte importante de la biésfera. Dentro de las
especies de Enterobacter aerogenes se encuentran cepas patégenas que causan enfermedades en
diferentes tejidos de mamiferos y se caracterizan por presentar resistencia a variados antibiéticos
[36, 37]. Ademas de su importancia como agente etiol6gico de diferentes enfermedades, esta
bacteria ha sido recientemente utilizada como modelo de estudio para la produccién de diversos

compuestos o moléculas de importancia industrial y cientifica [38, 39, 40, 41].

Los principales estudios en relacién a la produccién de bioH, por parte de E. aerogenes se
han realizado optimizando las condiciones de cultivo y experimentando con la cepa silvestre [18],

sin embargo hasta el momento el rendimiento en la produccién de bioH, es bajo si se compara

-1

Glucosa F€SPectivamente

con el del género Clostridium, 1.58 mol H, mol ahcosa y 2-3 mol H, mol
[42, 43] .

Se ha sugerido que E. aerogenes genera bioH, por dos vias diferentes:

= Via del formato

= Via de NADH.

1.4.1 Via del formato para la produccién de bioH,

Se ha descrito en E. coli que se produce formato en condiciones anaerébicas a partir de
piruvato por accién de la enzima piruvato formato liasa. Esto permite a la bacteria crecer y
obtener energia a través de procesos fermentativos, acidificando el citoplasma y finalmente el
medio. Para evitar la acidificacion del medio, el complejo enzimatico llamado Formato Hidrégeno

Liasa (FHL, del inglés Formate Hydrogen Lyase (Figura 1.2)) genera Hy y CO; con un rendimiento

9
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tedrico de 2 moles de bioH, por cada mol de glucosa (Figura 1.3). Este complejo esta formado
por la formato deshidrogenasa H (codificada en el gen fdhF) y por la hidrogenasa-3, codificada en
el operén hycABCDEFG. El complejo FHL es regulado positivamente por el factor transcripcional
FhIA (Formate hydrogen lyase Activator), el cual se vuelve activo cuando se encuentra unido a
formato. Ademas, el complejo FHL es regulado negativamente por la proteina HycA evitando la

activacién de FhlA [44, 45, 46, 47].

Dominio soluble

Dominio de
membrana

Periplasma

Figura 1.2: Representacion grafica del complejo proteico FHL (Formate Hydrogen Lyase). La
generacion de bioH, por el complejo proteico FHL comienza cuando el formato (HCOO™) presente
en el citoplasma cede electrones a la proteina FdhF generando una molécula de CO5 y un proton.
Los electrones obtenidos de esta forma son transportados a través del complejo enzimético gracias a
las proteinas que poseen centros de [Fe-S|, como HycB, HycF, para que finalmente la proteina HycE
ceda estos electrones a los protones que se encuentran libres en el citoplasma generando finalmente

una molécula de bioH;. (Elaboracion propia.)

La presencia de la via de formato en E. aerogenes fue sugeria en base a resultados experimen-
tales agregando formato o acido férmico al medio de cultivo, confirmando que la evolucién de
bioH, aumentaba en presencia de estos compuestos [48]. Por otra parte, se demostré la presencia
de una regién de 5.431 pares de bases que contenia el grupo de genes hycABCDE, que codifica
para el complejo enzimatico FHL [46]. Ademas, se caracterizé y comprobé la presencia de los
genes que codifican para los reguladores transcripcionales FhlA y HycA [47]. Si bien hay evidencia

de la existencia de esta via, poco se sabe acerca de ella y su regulacion.

10
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1.4.2 Via de NADH para la producciéon de bioH,

En esta via el bioH, se forma a partir de los protones presentes en la célula cuando esta se
encuentra en condiciones anaerébicas. Debido a que durante la anaerobiosis se forman 4 moles
de NADH por mol de glucosa, esta via tiene un rendimiento teérico de 4 moles de bioH, por
mol de glucosa (Figura 1.3). En E. aerogenes se sugirié la presencia de esta via debido a que el
rendimiento en la produccién de bioH, se afectaba directamente al cambiar el estado redox de la
célula por el uso de sustratos con diferentes estados de oxidacion [35]. Junto con lo anterior, se
demostré que la adicion de NADH o NAD™ al medio de cultivo igualmente afectan la produccién
de bioH; al generar cambios en el estado redox de la via de NADH intracelular [49]. Por otra
parte, cuando se bloquean las vias metabdlicas que compiten por la utilizacién de intermediarios
reducidos, aumenta la produccién de bioH,. Conjuntamente, cuando se introduce una via de
regeneracion de NADH, el rendimiento en la produccién de bioH, aumenta [50, 51]. Si bien estos
resultados sugieren la presencia de una via de generacién de bioH, dependiente de NADH, nada

se sabe acerca de las enzimas que participan en esta.

NADH Rendimiento

—— fosfoenolpiruvato Tebrico
Fumarato I
NAD" -1
L——— piruvato 4 mol H, molg

(S)-Malato l '

-D-Gl ,
B f Heosa 2H" Via de NADH

I i i ,
Oxaloacetato<— Acetil (}oenmma A Formato Via de Formato
Rendimiento
Teodrico
Acetil fosfato  Acetaldehido 2 mol H, moI'G1
I H, CO,

| Acetato | | Etanol |

Figura 1.3: Mapa de las principales reacciones de la formacién de bioH; presentes en E. aerogenes.

(Elaboracion propia.)
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1.5 Biologia de sistemas

Con la secuenciacién del primer genoma humano se intensificé la generacién de tecnologias
que permitieron procesar y entregar gran cantidad informacién en forma masiva. Estas tecnologias
originan plataformas de trabajo que otorgan la capacidad de realizar anélisis cientificos en forma
global, permitiendo el estudio de los componentes de un sistema y su interrelacion. La aparicién
de estas tecnologias permitié abordar la biologia como un sistema, la cual no se enfoca sélo
en sus componentes sino en los vinculos que existen entre estos. Esta visién ayuda a entregar
informacién acerca de la naturaleza de las interacciones y sus redes regulatorias a través de varias

herramientas como la bioinformatica, matematicas y métodos de analisis de sistema.
1.5.1 Analisis de flujos metabdlicos

El analisis de flujos metabdlicos (MFA, del inglés, Metabolic Flux Analysis) es una herramienta
utilizada para la reconstruccién de redes metabdlicas, las cuales contienen todas las reacciones
metabdlicas conocidas de un organismo ademas de los genes que codifican para las enzimas
que catalizan las reacciones que componen la via. De esta forma el MFA calcula el flujo de
metabolitos dentro de una red metabdlica, permitiendo predecir, por ejemplo, el comportamiento
de la tasa de crecimiento en diferentes condiciones de cultivo o en la produccién de un metabolito

de importancia biotecnolégica [52].

1.6 Motivacion

De acuerdo a los antecedentes expuestos, cabe destacar que el desafio general que plantea
resolver este estudio es generar conocimiento, herramientas y material necesario que permita
avanzar en la resolucién del problema energético, a través del uso de nuevas formas de energia de
facil utilizacién. El desafio especifico y la motivacién de esta investigacion radican en el estudio
de las vias involucradas en la produccién de H, y su interrelacién, utilizando como modelo una
cepa de Enterobacter aerogenes. Estos conocimientos serviran para una mejora del rendimiento
de produccién de Bio-hidrégeno a través de la fermentacion con cultivos puros y genéticamente
modificados de E. aerogenes, debido a que estos hasta el dia de hoy sigue siendo bajo para ser

considerado econémicamente sustentable.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Estudiar las vias involucradas en la producciéon de bioH, en la cepa Enterobacter aerogenes.

2.2 QObjetivos Especificos

= |dentificacién bioinformatica y experimental del gen con actividad hidrogenasa independien-

te de formato en E. aerogenes.

= Realizar la reconstruccién de las vias centrales para la produccion de bioH, en E. aerogenes

y analizar los flujos metabélicos en diferentes condiciones y con diferentes sustratos.

= Realizar manipulacién genética racional de las vias metabélicas que permiten modificar la

produccién de bioH, en E. aerogenes.

» Estudiar la produccién de bioH, en E. aerogenes utilizando como fuente de carbono biomasa

lignocelulésica.
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales.

3.1.1 Reactivos.

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Merck: Acetato de sodio anhidro, acido acético
glacial, acido citrico monohidratado, acido clorhidrico (HCl), alcohol isoamilico, azul de bromofe-
nol, cisteina, cloroformo, cloruro de amonio (NH,4Cl) cloruro de sodio (NaCl), cloruro de magnesio
(MgCly-7 H,0), dimetil sulféxido (DMSO), dimetil formamido, etanol absoluto, fosfato mono-
acido de sodio (Na,HPOQ,), fosfato di-acido de sodio (NaH,POy,), formaldehido, fenol, hidréxido
de sodio (NaOH), glucosa, glicerol, hidréxido de sodio (NaOH) e isopropanol.

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Invitrogen Life Technologies (Gibco/BRL):
dATP 100mM, dCTP 100mM, dGTP 100mM, dTTP 100mM, EDTA, 1kb DNA plus ladder
(estandar de peso para ADN), ADN ligasa del fago T4 y todos los partidores de la Tabla 3.3.

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Sigma: Acido etilendiamino-tetraacético (ED-
TA), aceite mineral, acetato de amonio, ampicilina, arabinosa, azul de bromofenol, agarosa, al-
cohol isoamilico, bromuro de etidio, cloranfenicol, filtros Millipore 0,025 um, Carbenicilina, IPTG,
metil violégeno, SDS, Trisma® (TRIS base) y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-D-galactopiranésido (X-
Gal).

El agar-agar granulado, extracto de levadura, peptona de caseina, se obtuvieron de Bacto
difco. La Taq polimerasa Phusion® High-Fidelity se obtuvo de Thermo Fisher Scientific.
La ADN polimerasa GoTaq® Flexi, el sistema de purificacion de ADN "The wizard® Genomic
DNA Purification Kit", Proteinasa K y el vector de clonamiento pGEM®—T Easy se obtuvieron

de Promega.
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3.1.2 Material Biolégico.

Tabla 3.1: Lista de cepas utilizadas en esta tesis.

Nombre de cepario Genotipo / Fenotipo relevante Origen
Escherichia coli
DHbH Derivada de K12, F~, A7, @ 80dlacZ, AM15
endA1 recAl hsdR (v, k) phoA supE44 thi Stock
gyrA relA A(lacZYA-argF) U169 laboratorio

Enterobacter aerogenes

Enterobacter aero-

genes  Hormaeche

and Edwards KCTC
2190

Silvestre.

KCTC (Korean
Collection  for
Type Cultures)

Enterobacter aeroge-
nes 2F

Cepa clinica productora de hidrégeno.

Stock
laboratorio
Cepas derivadas de Enterobacter aerogenes 2F
MJ-01 Enterobacter aerogenes 2F / pKD46" CarbeR
Cam®. Generada por electroporacién. Debe
' Esta tesis
ser cultivada a 30 °C.
MJ-02 Ahyc-3::cat pKD46~ Carbe® CamR. No pro-
duce bioH,. Presenta crecimiento maéas lento
] Esta tesis
que la cepa parental. Generada por intercam-
bio alélico Red-Swap [53].
MJ-02b Ahyc-3::cat pKD46~ Carbe® CamR. No pro-
duce bioH,. Presenta crecimiento mas lento _
Esta tesis

que la cepa parental. Generada por retrocru-
ce con MJ-02 como dadora y E. aerogenes 2F

como receptora [54].

Contintda en la siguiente hoja
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Tabla 3.1 — Continuacion de las cepas utilizadas

Nombre de cepario

Genotipo / Fenotipo relevante

Origen

MJ-02¢

Ahyc-3::cat /| pCP20* pKD46~ CarbeR
CamR. No produce bioH,. Presenta crecimien-
to mas lento que la cepa parental. Generada

por electroporacion. Debe ser cultivada a 30

°C.

Esta tesis

MJ-03

Ahyc-3::FRT pCP20~ pKD46~ Carbe® Cam®.
No produce bioH,. Presenta crecimiento mas
lento que la cepa parental. Generada por esci-
sion del cassette de resistencia a cloranfenicol
desde la cepa MJ-02c¢ y el curado del plasmido
pCP20.

Esta tesis

MJ-04

AldhA::cat pKD46~ Carbe® CamR. Presenta
una producciéon de bioH, levemente mayor que
la cepa parental. Generada por intercambio
alélico Red-Swap [53].

Esta tesis

MJ-04b

AldhA::cat pKD46~ Carbe®> CamR. Presenta
una produccion de bioH; levemente mayor que
la cepa parental. Generada por retrocruce con
MJ-04 como dadora y E. aerogenes 2F como

receptora [54].

Esta tesis

MJ-04c

AldhA::cat /| pCP20T pKD46~ CarbeR CamR.
Presenta una producciéon de bioH, levemen-
te mayor que la cepa parental. Generada por

electroporaciéon. Debe ser cultivada a 30 °C.

Esta tesis

Continta en la siguiente hoja

16




3.1. MATERIALES.

CAPITULO 3. MATERIALES' Y METODOS

Tabla 3.1 — Continuacion de las cepas utilizadas

Nombre de cepario

Genotipo / Fenotipo relevante

Origen

MJ-05

AldhA::FRT pCP20~ pKD46~ Carbe® Cam®.
Presenta una produccion de bioH, levemen-
te mayor que la cepa parental. Generada por
escision del cassette de resistencia a cloran-
fenicol desde la cepa MJ-04c y el curado del
plasmido pCP20.

Esta tesis

MJ-06

Adld::cat pPKD46~ Carbe® CamR. Presenta
una producciéon de bioH, levemente mayor que
la cepa parental. Generada por intercambio
alélico Red-Swap [53].

Esta tesis

MJ-06b

Adld::cat pKD46~ Carbe® CamR. Presenta
una producciéon de bioH; levemente mayor que
la cepa parental. Generada por retrocruce con
MJ-06 como dadora y FE. aerogenes 2F como

receptora [54].

Esta tesis

M.J-06¢

Adld::cat | pCP20T pKD46~ CarbeR CamR.
Presenta una producciéon de bioH, levemen-
te mayor que la cepa parental. Generada por

electroporaciéon. Debe ser cultivada a 30 °C.

Esta tesis

MJ-07

Adld::FRT pCP20~ pKD46~ Carbe® Cam?®.
Presenta una producciéon de bioH, levemente
mayor que la cepa parental, similar a MJ-04b.
Generada por escision del cassette de resisten-
cia a cloranfenicol desde la cepa MJ-06¢ y el

curado del plasmido pCP20.

Esta tesis

MJ-08

Adld::FRT / pKD46" CarbeR Cam®. Presen-
ta una produccion de bioH, levemente mayor
que la cepa parental. Generada por electropo-

racién. Debe ser cultivada a 30 °C.

Esta tesis

Continta en la siguiente hoja
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Tabla 3.1 — Continuacion de las cepas utilizadas

Nombre de cepario

Genotipo / Fenotipo relevante

Origen

MJ-09

Adld::FRT AldhA::cat. pKD46~ Carbe®

CamR.

Presenta una produccién de bioH;
levemente mayor que la cepa parental. Gene-
rada por intercambio alélico Red-Swap [53] y

el curado del plasmido pKD46.

Esta tesis

MJ-10

Ahyc-3:FRT |/ pKD46" Carbe® Cam®. No
produce bioH,. Presenta crecimiento mas len-
to que la cepa parental. Generada por electro-

poraciéon. Debe ser cultivada a 30 °C.

Esta tesis

MJ-11

Ahyc-3:FRT Adld::cat pKD46~ Carbe®
CamR. No produce bioH,. Presenta crecimien-
to mas lento que la cepa parental. Generada
por intercambio alélico Red-Swap [53] y el cu-
rado del plasmido pKD46.

Esta tesis

MJ-12

Ahyc-3:FRT AldhA::cat pKD46~ Carbe®
CamR.Casi nula produccién de bioH,. Presen-
ta crecimiento mas lento que la cepa parental.

Generada por intercambio alélico Red-Swap
[53].

Esta tesis

MJ-12b

Ahyc-3:FRT AldhA::cat /| pCP20" pKD46~
CarbeR® CamR. Casi nula produccién de bioH,.
Presenta crecimiento mas lento que la cepa
parental. Generada por electroporacion. Debe

ser cultivada a 30 °C.

Esta tesis

Continta en la siguiente hoja
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Tabla 3.1 — Continuacion de las cepas utilizadas

Nombre de cepario Genotipo / Fenotipo relevante Origen
MJ-13 Ahyc-3::FRT AldhA::FRT pCP20~ pKD46~

Carbe® Cam®. Casi nula produccién de bioHo.

o ) Esta tesis
Presenta crecimiento més lento que la cepa

parental. Generada por escision del cassette de
resistencia a cloranfenicol desde la cepa MJ-
12b y el curado del plasmido pCP20.

MJ-13b Ahyc-3:FRT AldhA::FRT / pKD461 pCP20~

CarbeR Cam?®. Casi nula produccién de bioH,.

o ) Esta tesis
Presenta crecimiento mas lento que la cepa

parental. Generada por electroporacion. Debe
ser cultivada a 30 °C.

MJ-14 Ahyc-3::FRT AldhA::FRT Adld::cat pKD46~
pCP20~ Carbe® CamR. Casi nula producciéon

i ) i ] Esta tesis
de bioH,. Generada por intercambio alélico

Red-Swap [53].

3.1.3 Plasmidos.

Tabla 3.2: Lista de plasmidos utilizados en esta tesis.

Plasmido Caracteristicas Fuente
pKD46 bla Pgap gam bet exo pSC101 oriT® , AmpR

pKD3 bla FRT cat FRT PS1 PS2 ori R6K, AmpR

CamR

pKD4 bla FRT aph FRT PS1 PS2 ori R6K, AmpR

CamR

Continta en la siguiente hoja
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Tabla 3.2 — Continuacion de la lista de plasmidos

Plasmido

Caracteristicas

Fuente

pCP20

bla cat cl857 IPR fip pSC101 oriT®, CamR

pGEM®_T Easy

Vector de clonamiento comercial de alto ni-

mero de copias, AmpR

Promega

pC2bsso

Vector que lleva clonado un fragmento de 650
pb en pGEM-T Easy usando los partidores
Hidro-G2b_F y Hidro-G2b_R, AmpR

Esta tesis

pC3diooo

Vector que lleva clonado un fragmento de 1000
pb en pGEM-T Easy usando los partidores
Hidro-C3d_F y Hidro-C3d_ R, AmpR

Esta tesis

pC3diseo

Vector que lleva clonado un fragmento de 1500
pb en pGEM-T Easy usando los partidores
Hidro-C3d_F y Hidro-C3d_R, AmpR

Esta tesis

pGFesso

Vector que lleva clonado un fragmento de 650
pb en pGEM-T Easy usando los partidores
Hyd-H1 y Hyd-H3, AmpR

Esta tesis

pGFegoo

Vector que lleva clonado un fragmento de 800
pb en pGEM-T Easy usando los partidores
Hyd-H1 y Hyd-H3, AmpR

Esta tesis

pGFezsg

Vector que lleva clonado un fragmento de 750
pb en pGEM-T Easy usando los partidores
Ext H-2 y Hyd-H3, AmpR

Esta tesis

pGFegsg

Vector que lleva clonado un fragmento de 850
pb en pGEM-T Easy usando los partidores
Ext H-2 y Hyd-H3, Amp®

Esta tesis

pGFeia00

Vector que lleva clonado un fragmento de 1200
pb en pGEM-T Easy usando los partidores
Ext H-2 y Hyd-H3, AmpR

Esta tesis
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3.1.4 Partidores.

Tabla 3.3: Lista de partidores utilizados en esta tesis.

Nombre partidor Secuencia

Partidores con ambigiiedad nucleotidica.' Ver nomenclatura en el apéndice (Tabla A.1)

Partidores para las [Fe-Fe|-hidrogenasas

Ext H-1 KGCSGCVMRDGCRTC
Ext H-2 GCGYCGKCCRTCMKCGKCSMC
Ext H-3 GGTGTGCAGCAGCTY GTGGGC
Hyd-H1 WY CACCTGCYKCTGCMMS
Hyd-H2D RKGCCGTGCAYCKCGAAGMRG
Hyd-H2R CYKCTTCGMGRTGCACGGCMY
Hyd H2-3D TWCGSCGYCACCGGCGGCGTG
Hyd H2-3R CACGCCGCCGGTGRCGSCGWA
Hyd-H3 GCAGCCGSCCRSGCAGSCCAT
Partidores para las [Ni-Fe]-hidrogenasas
Hidro-C1_F NVNMGNDBNTGYGGNRTNTGY
Hidro-C1 R RCANGGRTYNDVNSHNYK
Hidro-C2a F CCNMGNRYNTGYGGNATHTGY

Continta en la siguiente hoja

! Estos partidores contienen ambigiiedad nucleotidica en posiciones definidas dentro de su secuencia

(negrita y cursiva). La nomenclatura utilizada es la TUPAC.
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Tabla 3.3 — Continuacion de la pagina anterior

Nombre partidor Secuencia
Hidro-C2a_ R NTKNRYNSWRCANACNNNRCA
Hidro-C2b_F CCNMGNRTNTGYGGNATHTGYWSN
Hidro-C2b_R RTGNRCNGTRCANACCTRCANGG
Hidro-C3a_F MGNDTNTGYGGNNTNTGYCMN
Hidro-C3a_R RCANSHNRNRCANRKRTCRTA
Hidro-C3b_F MGNRTNTGYDSNHTNTGY
Hidro-C3b_R RTGNRYNSHRCANSWDATRCA
Hidro-C3c_F NVNNNNRTNKGNRTNTGY
Hidro-C3c_R RCANGGRTCRWANNNNCKNAH
Hidro-C3d_F MGNNNNTGYGGNHTNTGYNNNNNNDSNCAY
Hidro-C3d_R RTGNSHNSHRCANSWNADRCANGGRTC
Hidro-C4_F RTNTGYDSNNTNTGYDVN
Hidro-C4_ R NBHRCANSHNWNRCANRRNTC
Partidores para intercambio alélico? 53]
WhycBG-D GTGAACCGTTTTGTAATTGCTGATTCCAGCGTCTGTAT-
GTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG

Continta en la siguiente hoja

2Estos partidores hibridan con el plasmido templado pKD3 (secuencia negrita y cursiva). Ademas, los
partidores presentan una extension de 40 pb de identidad con una regiéon intergénica del operon blanco de

la mutagénesis Red-Swap
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Tabla 3.3 — Continuacion de la pagina anterior

Nombre partidor

Secuencia

WhycBG-R GATACGCGCCCCCTCGACCACCTGATTCAGGTGCGTGA-
CCATATGAATATCCTCCTTAG

WhycE F CGCGTGGAAGTCGACGCTAACAAACCGGAATATCCGTC-
GGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG

WhycE R GCAACATATCCACCAGCTCCTGCACATCGCGGCGCATC-
TGCATATGAATATCCTCCTTAG

WarcA_F CACGTTAAAAAGTATTTTCGAAGCAGAAGGTTATGATG-
TAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG

WarcA R TCCGGCGTGGATTCGAAATGCTTACGAATGCGACGAAT-
GGCATATGAATATCCTCCTTAG

WhdhA _F ACAGCAGCTGTTTAACCTGCAGGAGCGCGTCGCTTTCG-
TGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG

WhdhA_R TTCTACCTTCGCCATGCGCTGCATCGGGGTCTGGCTTT-
CACATATGAATATCCTCCTTAG

WIdhA F AGTATCTGCAGCATGTTAACGACGCATACGGCTTTGAA-
CTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG

WIdhA_R GCCGGCGGAACACGTCATCCTGGATGACATCATTCGAT-
TTCATATGAATATCCTCCTTAG

Wdld _F CCCTTTTTGGCGGAACTGGCGCGGCTGGTTGGCTCCT-
CGCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG

Wdld_R TGCTGTTGGTGGGATCGTTCTGGCGATAGAAGCGTTT-

TAACATATGAATATCCTCCTTAG

Continta en la siguiente hoja
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Tabla 3.3 — Continuacion de la pagina anterior

Nombre partidor

Secuencia

WnuoG_F ACGGAGCGGACAACCTGCTAGAGGCTTGTCTCTCTCTT-
GGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG
WnuoG_R GAAGGAAACCATCGCCCCGGCATTGACGCCAAGCTTTG-

CGCATATGAATATCCTCCTTAG

Partidores para la comprobacién del intercambio alélico

Tst-hyc_D CGCGGCCTGATTTCGTCAAA
Tst-hye R GCCAGCATCGCCACGTGATT

Tst hycE.F GTTGCCGGCTCCACCCATAT
Tst_hycE.R AGGCATTTCTGACGCTTGCA
Tst_arcA.F TAAACTGTTCACATTGGACA
Tst_arcA.R ACTTTTATGGCCTTCTTCGT
Tst_hdhA.F TATATGGTGAAACAGAACCACGGC
Tst_hdhA.R GAGTAGCGGTCGCCGTTCGG
Tst_1dhA.F GAGCCCTTGCCTCAACCAGCAT
Tst_1dhA.R GTCGCCAGCGTGAGCTGATT
Tst_dld.F CTTCAGGCGGCTTAGCTGCA
Tst_dld.R ATTGTGGCCGTCGCCGATAA
Tst_nuoG.F TAAAGCCTGGCAGCCGGGCG
Tst_nuoG.R CCACCACGCCCATCAGGGAG
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3.2 Condiciones de cultivo

3.2.1 Cultivos bacterianos

Las bacterias se cultivaron rutinariamente a 37 °C en forma aerébica en caldo LB (triptona 10
g L71, extracto de levadura 5 g L™, cloruro de sodio 5 g L™!). Para la medicién de metabolitos y
ensayos con fuentes de carbono especificas, se utilizé medio minimo R1/2 [(NH,),HPO, 2 g L%,
KH,PO,4 6.75 g L1, 4cido citrico H,O 0.85 g L=, MgS0, - 7H,0 0.7 g L~1]. El medio minimo
se suplement6 con la fuente de carbono (azlcares de la hidrdlisis de paja de trigo o glucosa) al
1% y con 5 mL L™ de metales traza [HCl 3M 12.3 mL L™, FeSO4 - 7TH,0 5 g L™, ZnSO, -
7H,0 1.1 g L7, CuSO, - 5H,0 0.5 g L=, MnSO, - H,0 0.1865 g L. Na,B,0; - 10H,0 0.115
g L1, CaCl, - 2H,0 1 g L7, (NH4)sMo7024 0.05 g L71].

Los cultivos en medio sélido se llevaron a cabo en los mismos medios base conteniendo 15 g
L=! de Bacto agar. Aquellas cepas que poseian plasmidos de replicacién termosensibles (pKD46,
pCP20) se incubaron a 30 °C. Cuando fue necesario curarlas de estos plasmidos, las cepas se
crecieron sin seleccién a una temperatura no permisiva (42 °C). Los antibidticos se utilizaron
a las siguientes concentraciones finales: ampicilina (Amp) 100 ug mL™!, carbenicilina (Carbe)
300 pug mL~1, cloranfenicol (Cam) 20 ug mL~!. El indicador cromogénico para la actividad

[3-galactosidasa (X-Gal) se utilizé a una concentracién final de 40 ug mL~1.
3.2.2 Fermentaciones batch para la produccion de hidrégeno

Estos experimentos se realizaron en viales de 120 mL con un volumen de trabajo de 75 mL.
El medio base utilizado fue R1/2 suplementado con metales traza y fuente de carbono (glucosa
o hidrolizado de paja de trigo) al 1% final. Para el caso de las fermentaciones con hidrolizado de
paja de trigo, el hidrolizado (ver Seccién 3.3.14) se suplementé con medio R1/2 (30X), triptona
(10 g L) y extracto de levadura (5 g L™!) ajustando el pH a 6.3. El medio obtenido de esta
forma se filtré a través de una membrana de nitrocelulosa Millipore (0.22 pm) y se transfirié a

un vial de 120 mL estéril.

Una vez cerrados los viales con tapones de goma de butilo (buty/ rubber stopper) y sujetados
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con sellos de aluminio, se burbujeé con nitrégeno estéril por 15 min. para purgar el oxigeno de los
viales y crear un ambiente anaerébico. Las fermentaciones en modo batch se iniciaron agregando
un precultivo de E. aerogenes 2F crecido hasta fase logaritmica a una densidad éptica (ODgqo)
final de 0.015 unidades. Los viales fueron entonces incubados a 37 °C hasta alcanzar el estado
estacionario de crecimiento. Desde cada reactor se observé periédicamente la densidad 6ptica,

pH y el volumen de gas generado (ver Seccién 3.3.16).

3.3 Meétodos

3.3.1 Determinacion de la concentracion celular y tasa de crecimiento

Para determinar la cantidad de células se monitore6 constantemente la densidad éptica en los
cultivos. Cuando se llegé al estado logaritmico se tomaron muestras liquidas y se determiné la
cantidad de gramos de bacterias presentes a esa determinada densidad 6ptica. Estos datos fueron
utilizados para realizar una curva estandar y determinar los gramos de bacterias en toda la curva
de crecimiento. La densidad 6ptica se midié a 600 nm en un espectrofotémetro UV-visible y las

mediciones se mantuvieron en un rango entre 0.3 y 0.7 unidades.

La tasa de crecimiento se determiné de acuerdo a la ecuacién 3.1:
p(t — to)
0 =0,-10 2303 (3.1)

donde 6 corresponde a la cantidad de células, p es la velocidad de crecimiento y t es el tiempo.

Esta ecuacion se utilizé debido a que predice una relacion lineal entre el logaritmo de la cantidad

) : } . I
de células y el tiempo con una pendiente igual a )
y p p g 2303

3.3.2 Biasqueda bioinformatica

Se realiz6 la basqueda bioinformatica utilizando las secuencias de hidrogenasas descritas y
depositadas en ExpPASy-PROSITE y NCBI [55] (ver Tablas A.2 al A.10 en el Anexo A) y como
blanco de analisis se utilizé el genoma de E. aerogenes KCTC 2190 [56], el cual fue depositado
en el GenBank de NCBI con el nimero de acceso <CP002824>. En la Figura 3.1 se muestra un

diagrama de flujo de la metodologia utilizada en esta busqueda bioinformatica.

Brevemente, con las secuencias de las hidrogenasas se realizé un analisis con la herramienta
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bioinformatica BLASTp [57]. Esta herramienta utiliza una secuencia de aminoacidos como molde
y la analiza contra una base de datos aminoacidica. Si en el analisis anterior se obtienen resul-
tados negativos, se realiza un tBLASTn [58], que se utiliza para analizar la posibilidad de que
modificaciones genéticas generen cambios o corrimientos del marco de lectura. tBLASTn utiliza
una secuencia de aminoacidos y la analiza contra una base de datos nucleotidica, analizando los

6 marcos de lectura posibles del genoma blanco .

Cuando los resultados obtenidos del analisis tBLASTn fueron negativos, se realiz6 un PSI-
BLAST. Esta herramienta se utiliza para encontrar homélogos en microorganismos poco rela-
cionados filogenéticamente. PSI-BLAST primero analiza una secuencia de aminoacidos templado
contra una base de datos de aminoacidos. Con los resultados de este alineamiento, el programa
genera una matriz de sustitucién propia que es utilizada para una nueva basqueda y con este
nuevo alineamiento se genera una nueva matriz de sustitucién (correspondiendo esto a una ite-
racion). Este proceso de iteracién se repite de acuerdo al criterio del investigador o hasta que
no se encuentren nuevos alineamientos [59]. PSI-BLAST resulta una herramienta muy atil para
encontrar genes de especies de organismos muy lejanos, sin embargo puede generar una gran
cantidad de falsos positivos, los cuales pueden ser evitados realizando una basqueda mas estricta
y acotada. Para acotar la basqueda, se agrega una secuencia consenso (en formato PROSITE)
la cual se mantendra durante las iteraciones, rigiendo de esta forma la basqueda. Las secuencias
consenso para este tipo de analisis fueron obtenidas de las hidrogenasas disponibles (ver Tabla
A.2 ala A.10 en el Anexo A). Las secuencias consenso de las [Ni-Fe|-hidrogenasas se encuentran
en la Tabla 4.2 y las secuencias consenso para las [Fe-Fe]-hidrogenasas se encuentran en la Figura
4.4,

3.3.3 Partidores degenerados

Para el desarrollo de los partidores degenerados se utilizé la secuencia ya obtenida por el ali-
neamiento miltiple a través de la herramienta Clustal-W que fueron utilizados con la herramienta
PHI-BLAST para encontrar de forma bioinformatica los genes de hidrogenasas presentes en E.
aerogenes (ver Materiales y Métodos 3.3.2). Los alineamientos de secuencia para las [Ni-Fe]-
hidrogenasas se encuentran en la Tabla 4.2 y para las [Fi-Fe]-hidrogenasas se encuentran en la
Figura 4.4 (c). Como se menciond, estas secuencias se obtuvieron del sitio activo de las enzimas

con actividad catalitica (subunidad o de cada enzima).
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Figura 3.1: Diagrama de flujo del proceso bioinformético para determinar la existencia de otras

hidrogenasas. (Elaboracion propia.)
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Una vez generado el alineamiento de secuencia, se comprobd si las secuencias poseian al menos
un 75% de identidad entre ellas. Debido a que la variacién de las secuencias de aminoacidos
eran muy elevadas, se tomé en cuenta sélo las regiones conservadas para el analisis de identidad.
Luego, se generd el patrén de la secuencia consenso con el cual se generé la secuencia nucleotidica

degenerada.

Adicionalmente, si la secuencia nucleotidica poseia menos de un 20% de ambigiiedad, se
ordené su produccién (ver partidores en la Tabla 3.3). Si la secuencia nucleotidica poseia mas
del 20 % de ambigiiedad, se eliminé de la secuencia consenso los aminoacidos mas improbables
(aquellos aminoacidos de enzimas filogenéticamente muy alejadas), cabe destacar que en algunos
par de partidores esta Gltima etapa se obvié permitiendo la existencia de un mayor porcentaje
de ambigiiedad. En la Figura 3.2 se muestra un diagrama de flujo con el que se trabajé en la

generacion de partidores degenerados.

En el caso de las [Fe-Fe]-hidrogenasas se realizé una pequefia variacién en el protocolo plan-
teado anteriormente. Para esto se tomé la secuencia de 21 hidrogenasas perteneciente a microor-
ganismos diferentes, y los cuales son representativos de todos los microorganismos que presentan
este tipo de hidrogenasa (ver Tabla 3.4), y se realizé un alineamiento maltiple de secuencia, con
el que se determiné las secuencias conservadas, para luego continuar de acuerdo al protocolo

anterior.
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Tabla 3.4: Tabla con los microorganismos utilizados para disenar los partidores degenerados para

las [Fe-Fe|-hidrogenasas.

Microorganismo N° acceso Anotacion Largo
Chlamydomonas reinhardtii 21gr QIFYU1 hyd1 497
Chlorella fusca Q8VX03 hydA 436
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 Q59262 hydA 582
Clostridium pasteurianum ATCC 6013 P29166 S/N 574
Clostridium perfringens ATCC 13124 QOTMV5 hydA 572
Clostridium saccharobutylicum P262 Q59261 hydA 574
Clostridium thermocellum ATCC 27405 Q9XC55 hydA 579
Desulfitobacterium hafniense DCB-2 Q18R81 Dhaf 0601 425
Desulfovibrio desulfuricans G20 Q9AM36 hydA 421
Desulfovibrio fructosovorans DSM 3604 008311 hydA 421
Desulfovibrio vulgaris Hildenborough Q46606 hydC 606
Desulfovibrio vulgaris subsp. vulgaris DP4 QOENS6 | DvulDRAFT 2758 | 421
Desulfovibrio vulgaris subsp. vulgaris str. Hildenborough P07598 hydA 421
Entamoeba histolytica QI9GTXO0 S/N 468
Shewanella oneidensis MR-1 Q8EAI2 hydA 410
Spironucleus barkhanus ATCC50380 QIGTP1 S/N 467
Thermotoga maritima ATCC 43578 QoWY44 T™M 0201 608
Thermotoga maritima ATCC 43578 052683 hydA 645
Trichomonas vaginalis Q27096 TvhydB 449
Trichomonas vaginalis ATCC 30001 Q27094 TvhydA 468
Enterobacter cloacae IT-BT 08 AAU11811 S/N 147

Técnicas bioquimicas y de biologia molecular

3.3.4 Electroforesis en geles de agarosa

Los geles se prepararon usando agarosa a concentraciones entre 0.8 % y 1% en amortiguador
TAE (Tris-acetato 40 mM pH 8.0, EDTA 1 mM) y agregando bromuro de etidio a una concen-
tracién final de 5 ug mL™! o GelRed Nucleic Acid Gel Stain. Las muestras de ADN a analizar

se mezclaron con el volumen adecuado de amortiguador Blue Il 10x (glicerol 20 % (v v71), azul
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Figura 3.2: Diagrama de flujo para la generacion de partidores degenerados. (Elaboraciéon propia.)

de bromofenol 0.25% (p v!), xilencianol 0.25% (p v™'), EDTA 0.1 M) antes de ser cargadas
en el gel. Las electroforesis se realizaron entre 80 y 100 V constantes. Las bandas de DNA se

visualizaron y se fotografiaron sobre un transiluminador UV.
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3.3.5 Protocolo extraccion ADN cromosomal

Las cepas se cultivaron en 2 mL de caldo LB fresco y estéril durante toda la noche a 37 °C con
agitacion. Se centrifugé 2 mL de cultivo por 5 min a 10.000 x g. Se eliminé el sobrenadante y el
sedimento se resuspendi6 en 150 uL de amortiguador TE (Tris-HCI 10 mM pH 8.0; EDTA 1 mM).
Se agreg6 8 ulL de lisozima (50 mg mL™1). La mezcla se incubé por 30 min a 37 °C. Luego se
agreg6 9 ul de SDS 20% y 5 pL de proteinasa K (100 mg mL~1). La mezcla se agit6 suavemente
y se incubd por 1 h a 60 °C. Luego se agregé 54 ulL de H,O y 45 pl de NaCl 5M, se mezclé
por vortex unos segundos y se agregé 30 uL de CTAB 10 %, nuevamente se mezclé por vértex
hasta obtener una suspension lechosa y se incubé por 30 min a 65 °C. Luego se agregd 300 ulL de
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se mezcl6 por vértex 10 s y se centrifugé a 10.000 x g por
5 min, se recuperé la fase acuosa y se repitié el procedimiento una vez mas. Luego de recuperar
la fase acuosa se le agregé 180 L de isopropanol y se incub6 30 min a -20 °C. Transcurrido este
tiempo se centrifugé a 10.000 x g por 30 min a 4 °C y se descarté el sobrenadante. El precipitado
se lavé dos veces con 500 uL de etanol 70 % frio, se centrifugé por 5 min a 10.000 x g, se eliminé
el sobrenadante y se dejé secar a temperatura ambiente. Finalmente, el ADN se resuspendié en

50 uL de H,0 bidestilada estéril y se mantuvo a 4 °C hasta su uso.
3.3.6 Extraccion de ADN plasmidial

Las cepas se cultivaron en 2 mL de caldo LB durante toda la noche a 37 °C con agitacién.
Se centrifugé el cultivo a 10.000 x g por 3 min y se eliminé el sobrenadante. La extraccion de
ADN plasmidial se llevé a cabo utilizando el kit de extraccién GeneJET Plasmid Miniprep Kit de

Thermo Fisher Scientific, de acuerdo a las instrucciones del proveedor.
3.3.7 Extracciéon de ADN desde geles de agarosa

Luego de la electroforesis y la tinciéon con bromuro de etidio o GelRed, y utilizando una
hoja de bisturi estéril, se cortaron del gel de agarosa las bandas de ADN a purificar. El ADN se
extrajo segun el protocolo de PureLink Quick Gel Extraction Kit de invitrogen de acuerdo a las

instrucciones del proveedor.
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3.3.8 Amplificacién por PCR

Las amplificaciones rutinarias de PCR fueron realizadas utilizando un termociclador Eppendorf
y ADN polimerasas GoTaq Green Master Mix de Promega o Phusion High-Fidelity DNA Poly-
merase de Invitrogen en un volumen estandar de 20 plL. Las mezclas de reaccion se realizaron

con los respectivos reactivos para cada enzima como se indica a continuacion:

GoTaq Phusion Taq

Amortiguador de PCR 5X 4 ul 4 ul
MgCl, (25mM) 1.2 uL -
dNTPs (10 mM) 0.4 uL 0.4 uL
Partidor 1 (10 uM) 1l 1ul
Partidor 2 (10 uM) 1 pul 1l
Templado 0.5-2 ul 0.5-2 ul
DMSO (100 %) - 0.6 puL
Taq 0.16 uL 0.2 uL
H,O Hasta 20 uL | Hasta 20puL

Las condiciones estandar de amplificacion para la GoTagq consistieron en un ciclo de desna-
turacién (95 °C por 3 min), 30 ciclos de amplificacion (95 °C por 45 s; 50-72 °C por 45's; 72 °C
por 1 min por Kb) y un ciclo de elongacién final (72 °C por 10 min).

Para el caso de la Phusion Tagq, las amplificaciones consistieron en un ciclo de desnaturacién
(98 °C por 30 s), 30 ciclos de amplificacién (98 °C por 10 s; 50-72 °C por 20 s; 72 °C por 20 s
por Kb) y un ciclo de elongacién final (72 °C por 5 min) Los productos de PCR se resolvieron en

geles de agarosa como se indica en la Seccién 3.3.4.
3.3.9 Purificaciéon de productos de PCR

Luego de las amplificaciones por PCR y de asegurarse de la existencia de solo una banda
acotada por medio de geles de agarosa, se purificaron las bandas de PCR segtin el protocolo de
GeneJET PCR Purification Kit de de Thermo Fisher Scientific, de acuerdo a las instrucciones

del proveedor.
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3.3.10 Obtenciéon de mutantes de E. aerogenes 2F

Las mutantes se obtuvieron por reemplazo alélico del gen correspondiente por un cassette
génico compuesto por el gen cat (cloranfenicol acetiltransferasa; resistencia a cloranfenicol) flan-
queado por la secuencia de consenso FRT, que es reconocida por la recombinasa Flp. El reemplazo
se realiz6 mediante una técnica que involucra la recombinacién homéloga de productos de PCR
utilizando el sistema de recombinacién Red del fago lambda () (sistema Red-Swap) [53] como

se describe a continuacién, y como se muestra en la Figura 4.8 en los resultados.
3.3.10.1 Obtencién del producto de PCR para mutagénesis.

Se disefi6 partidores de aproximadamente 60 pb, cuyos extremos 5" contienen 40 nucleétidos
idénticos a las regiones del gen a mutar. Junto con lo anterior, el extremo 3’ de estos partidores
contienen 20 nucleétidos (negrita y cursiva en las secuencias, ver Tabla 3.3) cuya secuencia aparea
perfectamente con secuencias presentes en el plasmido pKD3. Este plasmido posee clonado el
cassette génico cat, flanqueado por las secuencias FRT. La amplificacién del cassette utilizando

pKD3 como templado se realizé segin la siguiente reaccién de PCR:

Phusion Taq 100 pL finales

Amortiguador de PCR 5X 20 pL
dNTPs (10 mM) 2 uL
Partidor 1 (10 uM) 2.5ul
Partidor 2 (10 uM) 2.5 uL
Templado 1 ul
DMSO (100 %) 1.5 uL
Taq 0.5 uL
H>O 70 plL

El programa de amplificacién consistié en un ciclo de desnaturacién (98 °C x 30 s), 30 ciclos
de amplificacién (98 °C x 10's; 60 °C x 20's; 72 °C x 40 s) y un ciclo de elongacién final (72°Cx 5
min). Se obtuvo productos de amplificacién de ~1.1 kpb correspondientes al gen cat flanqueado
por secuencias idénticas a zonas del gen a mutar. Estos productos se purificaron de acuerdo lo
expuesto en Materiales y Métodos (Seccion 3.3.9), para ser finalmente resuspendidos en 10 ul
de H,O bidestilada estéril.
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3.3.10.2 Mutagénesis.

La mutagénesis se realizé sobre E. aerogenes 2F previamente electrotransformada con el plas-

mido termosensible pKD46 (Tabla 3.2). Este contiene los genes que codifican para las subunidades
de la recombinasa Red del fago A\ bajo el control del promotor inducible por arabinosa (P,..).
Para obtener la cepa E. aerogenes 2F | pKD46, se preparé células electrocompetentes, para lo
cual las bacterias se cultivaron a 37 °C en caldo LB con agitacién hasta una ODggo) de 0.6. Se
centrifugé 3 mL del cultivo a 10.000 x g por 4 min, se descarté el sobrenadante y el sedimento se
resuspendié en 1 mL de glicerol al 10 % (v/v) estéril y frio. Se centrifugé nuevamente a 10.000
X g por 4 min, se descart6 el sobrenadante y se repitié el mismo procedimiento 3 veces. Final-
mente, las células se resuspendieron en 200 plL de glicerol al 10% (v/v) estéril. Se mezclé 50
pul de células electrocompetentes con ADN (1 uL) de plasmido pKD46 previamente purificado
y se electrotransformé en un electroporador a un voltaje de 2.2 kV. Inmediatamente después de
electroporar se agregé 1 mL de medio SOC (triptona 20 g L™, extracto de levadura 5 g L™,
NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO, 10 mM y glucosa 20 mM) y se incubé a 30
°C por 60 min. Luego, se sembré 500 pL de las células transformadas en placas de agar LB con
carbenicilina 300 pig mL~! y se incubé toda la noche a 30 °C. Finalmente se seleccioné uno de los
clones resistentes a carbenicilina. La cepa E. aerogenes 2F |/ pKD46 asi construida se cultivé a
30 °C y agitacién, hasta una ODgg de 0.2 en 200 mL de caldo LB con carbenicilina 200 ug mL™1
y L-arabinosa 10 mM para inducir la expresion de la recombinasa Red. Luego, se preparé células
electrocompetentes como se describié anteriormente y se mezclé 80 ulL de bacterias con 10 plL
de producto de PCR purificado y concentrado. Las transformantes fueron recuperadas en caldo
LB a 37 °C por 1 h para luego ser seleccionadas a 37 °C en placas de agar LB suplementadas con
cloranfenicol 20 g mL~!. El plasmido pKD46 se eliminé sembrando e incubando repetidamente
las transformantes en placas de agar LB con cloranfenicol 20 pug mL=! a 42 °C. Finalmente se
seleccionaron aquellas colonias resistentes a cloranfenicol, y sensibles a carbenicilina.
El reemplazo alélico en cada mutante generada se confirmé mediante reaccion de PCR utilizando
partidores que apareaban en regiones externas al sitio del reemplazo (Tabla 3.3). Como templado
se utilizé 2 pL de la suspension que resulta al resuspender una colonia en 50 L de H,O bides-
tilada. La reaccién de PCR de confirmacién de realiz6 con la enzima GoTaq de acuerdo a los
protocolos de PCR estandar (Seccién 3.3.8).
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3.3.10.3 Eliminacion del cassette de resistencia.

Una vez verificada la insercién del cassette de resistencia y la pérdida del plasmido pKD46, es
posible eliminar este cassette de resistencia. Para ello, se transform¢ las diferentes cepas mutantes
con el plasmido pCP20 (AmpR, Cam® oriT®, Tabla 3.2). Este plasmido tiene clonado el gen que
codifica para la recombinasa FLP lo que permite eliminar los genes de resistencia a antibiético de
las diferentes mutantes dejando una copia del sitio FRT y una delecién en el gen interrumpido.
Se seleccioné aproximadamente 50 colonias transformadas con el plasmido pCP20, se sembraron
por triplicado en placas de agar LB, agar LB con carbenicilina 300 g mL™! y agar LB con
cloranfenicol 20 g mL™!, y se incubaron a 42 °C durante toda la noche. Esto se repitié hasta
que la mutante creciera sélo en la placa que no contenia antibiético de seleccion. Las mutaciones

fueron verificadas por amplificaciones de PCR.
3.3.10.4 Electrotransformaciéon con ADN genémico fragmentado para retrocruce (back cross).

El retrocruce se utiliza para mover una mutacién a un fondo genético limpio, para ello se
realizé la técnica descrita por Toro y cols. [54]. Brevemente, se extrajo ADNg de la cepa mutante
generada por la técnica de intercambio alélico Red-Swap [53] (cepa dadora) y 30 ul de este se
fraccioné mecanicamente usando vértex durante 5 - 10 min. Todo el volumen de DNA asi tratado
se utilizé para la transformacién de 100 ul de bacterias electrocompetentes (lavadas 3 veces con
glicerol 10 % estéril y frio) de la cepa receptora E. aerogenes 2F silvestre. La transformacion se
recuperé en un 1 ml de medio SOC (triptona 20 g L™!, extracto de levadura 5 g L~*, NaCl 10
mM, KCI 2.5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO, 10 mM vy glucosa 20 mM) y se incub6 por 1 h a 37
°C con agitacién constante. Transcurrido este tiempo, la suspensién bacteriana se concentré por
centrifugacién a 10.000 x g por 3 min, eliminando el sobrenadante y resuspendiendo en sedimento
en 100 pl, el cual se sembré en placas de agar LB cloranfenicol 20 g mL~!. Las colonias obtenidas
luego de 16 h de incubacion a 37 °C se sembraron en caldo LB con el antibiético correspondiente,
se obtuvo su ADNg y se analizé la presencia o ausencia del marcador de resistencia mediante una

reaccion de PCR con partidores que alineaban rio arriba y rio debajo de la zona blanco.
3.3.10.5 Construccion de dobles y triples mutantes.

La construccion de dobles y triples mutantes se llevé a cabo utilizando la misma técnica des-

crita en el punto anterior. Primero, se generaron las mutantes simples mediante la técnica del
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intercambio alélico Red-Swap [53] ya descrita. Luego, se extrajo el ADNg de la cepa "dadora",
se fragmenté mecanicamente y se electrotransformé sobre la cepa receptora. De no ser posible
la obtencién de dobles mutantes con esta técnica, se utilizaron los partidores externos de confir-
macién de las mutaciones simples (los cuales hibridan 500 pb rio arriba y 500 pb rio abajo del
lugar de insercién), para amplificar tanto el contexto genético del gen a mutar como el cassette
de resistencia. Los fragmentos asi generados fueron utilizados en la técnica de retrocruce o en la

técnica de intercambio alélico Red-Swap. Las mutaciones dobles y triples se verificaron por PCR.
3.3.11 Cuantificacién de NADH y NAD™ intracelular

Para realizar la cuantificaciéon de NAD' y NADH se utilizé el test colorimétrico obtenido de
Sigma-Aldrich (NAD/NADH Quantification Kit). Brevemente, Las células fueron centrifugadas
a 2.000 x g por 5 min a 4 °C. El medio de cultivo fue descartado y luego se lavé las células con
PBS frio, para continuar con una centrifugaciéon 2.000 x g por 5 min a 4 °C. Luego se agregé
NADH/NAD Extraction Buffer y se realizaron dos pasajes de cambios de temperatura, primero
se dej6 en hielo por 20 min y luego a temperatura ambiente por 10 min. Posteriormente, se
realiz6 un vértex por 10 min y se centrifugé a 10.000 x g por 10 min a 4 °C para luego transferir
el sobrenadante a un tubo limpio. La muestra asi obtenida fue utilizada para la cuantificacién
de NADH y NAD™ total y para la cuantificacién sélo de NADH, para esto altimo, se realizé la
degradacion de NAD™ incubando 200 uL de la muestra a 60 °C por 30 min para luego ser dejadas
en hielo. Las muestras fueron medidas en una placa de 96 pocillos por triplicado a un volumen
final de reacciéon de 150 plL. Una vez detenida la reaccién, las muestras fueron medidas a 450

nm.
3.3.12 Cuantificacion de lignina.

La cuantificacién de lignina se llevé a cabo de acuerdo a los protocolos propuestos por National
Renewable Energy Laboratory (NREL) Laboratory Analytical procedure (LAP) [60]. Este consiste
en la medicién, cuantificacién y suma de dos tipos de ligninas, que dependen de su solubilidad en

acido.

Para llevar a cabo este procedimiento se dejé secando la paja de trigo a 55 °C por 24 horas.
Como primera etapa se realizé una hidrélisis acida, para esto se mezcl6 0.3 g de paja de trigo con

3 mL de acido sulfarico 72 % en peso y se dejé a 30 °C por 30 min con agitacién constante. Luego
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se agrego suficiente agua destilada para diluir el acido presente en las muestras hasta 4 % (~84 g
de agua destilada). Las muestras diluidas fueron cambiadas de vial y autoclavadas. En este paso
se incluyeron los azicares utilizados como blancos los que fueron utilizados para cuantificar el

contenido de azicares en la paja de trigo de acuerdo a la Seccién 3.3.15.
3.3.12.1 Lignina Insoluble.

Una vez autoclavado y alcanzada la temperatura ambiente, las muestras fueron filtradas bajo
presién utilizando filtros previamente secos y masados (Whatman 1) . La lignina insoluble asi
obtenida se lavé estando en el filtro con agua destilada para luego ser secadas a 60 °C hasta
mantener una masa fija y luego ser masado. El liquido filtrado (hidrolizado de la paja de trigo)

se utilizé para cuantificar la lignina soluble.
3.3.12.2 Lignina soluble.

El liquido obtenido de la filtracién anterior se utilizé para determinar la cantidad de lignina
soluble. Para esto se midié la absorbancia de cada una de las muestras en un espectrofotémetro
UV-visible, utilizando como blanco acido sulfarico 4% (p/v). Las muestras fueron diluidas en
acido sulfarico 4 % (p/v)de ser necesario para mantener las mediciones en un rango de 0.7 a 1.0
unidades de absorbancia. Todos los analisis se realizaron en triplicado y la cantidad de lignina

soluble (LS) se calculé de acuerdo a la siguiente férmula:

VmUeS ra V
UVap. - Vol - ( tra + HzSO4>

Vmuestra

%LS =

€ Mmuestra : Dcubeta

Donde UV, corresponde al promedio de la absorbancia para cada muestra medida en el

espectrofotémetro (UV-visible a 205 nm). Volg; corresponde al volumen de filtrado una vez
Vmuestra + VH2504

agregado los ~80 g de agua. Por otro lado, la expresién corresponde al volumen

Vmuestra

de muestra analizado mas el volumen de H,SO4 4% (p/v) utilizado para diluir y mantener la
medicién dentro del rango. ¢ corresponde a coeficiente de absortividad molar de la paja de trigo
a la longitud de onda utilizada (110 L g=* cm™!). M, estr2 corresponde a la masa de muestra

expresada en miligramos y D.,per, a la distancia recorrida por el haz de luz en la cubeta.
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3.3.13 Pretratamientos utilizados para paja de trigo

La paja de trigo utilizada en los experimentos fue obtenida de productores locales para luego
ser molida y tamizada en nuestro laboratorio. Para tener una mejor area superficial se trabajé
con pajas de trigo con un tamafio de particula de 500 um (35 mesh Tyler Standard screen scale).
Los dos pretratamientos analizados fueron llevados a cabo en modo batch con una carga de paja

de trigo de 6.6 % (peso/volumen).

3.3.13.1 Pretratamiento alcalino

Para la realizacién del pretratamiento alcalino, se utilizé hidréxido de sodio (NaOH) a tres
concentraciones finales diferentes en triplicado (0.5%, 1.0% y 2.0%). Las mezclas de paja de
trigo al 6.6 % con cada una de las concentraciones de NaOH, fueron autoclavadas a 120 °C por
20 min. Luego, una vez que las soluciones alcanzaron la temperatura ambiente fueron filtradas,
lavadas de tres a cinco veces con agua destilada (hasta alcanzar un pH cercano a 6) y secadas a
55 °C. Adicionalmente, la paja de trigo tratada fue almacenada a temperatura ambiente en un

lugar seco hasta su utilizacion.
3.3.13.2 Pretratamiento con peréxido de hidrégeno en medio alcalino

Para la realizacién del pretratamiento con peréxido de hidrégeno en condiciones alcalinas, se
utilizé perdxido de hidrégeno (H,0,) a tres concentraciones diferentes en triplicado (1.5 %, 2.0 %
y 2.5%) con una carga de paja de trigo de 6.6 % para luego ajustar el pH de cada pretratamiento
a 11.5 con NaOH. Las mezclas obtenidas se dejaron por 3 horas a 35 °C con agitacién constante
(200 rpm). Luego, cada muestra fue lavada de tres a cinco veces con agua destilada y secadas a
55 °C. Adicionalmente, la paja de trigo tratada fue almacenada a temperatura ambiente en un

lugar seco hasta su utilizacion.
3.3.14 Hidrélisis enzimatica

La hidrélisis enzimatica fue realizada en triplicado en las pajas de trigo pretratadas (pretra-
tamiento alcalino y H,O; alcalino) como en la sin tratar que fue utilizada como control. Para
determinar y cuantificar la recuperacién de azicares antes y después del pretratamiento, se lleva-

ron a cabo hidrélisis en modo batch con buffer citrato (pH 5.0) y una carga de biomasa de 1 %.
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Las enzimas comerciales cellulasa de Trichoderma reesei ATCC 26921 y glucosidasa de Aspergi-
llus niger fueron agregadas a una concentracién de 20 FPU g=! y 20 CBU g~! de biomasa seca.
También se agregé xilanasa de Thermomyces lanuginosus a una concentraciéon de 50 Unidades
g~! de biomasa seca. La hidrdlisis se realizé a 50 °C durante 74 horas en un agitador orbital a
200 rpm (Labtech LSI-3016R). Durante este tiempo la reaccién fue supervisada sacando muestras
periédicamente para medir la cantidad de azicares reductores liberados a través del ensayo de
DNS [61]. La composicién de azicares liberados durante la hidrélisis enzimatica fueron analizados

y cuantificados utilizando HPLC detallado en la Seccién 3.3.15.
3.3.15 Cuantificacion y caracterizacion de azicares y metabolitos.

La cuantificacién de glucosa, xilosa, arabinosa y acidos organicos fue realizada por cromato-
grafia liquida HPLC (high-performance liquid chromatography). Las muestras fueron analizadas
utilizando un sistema Shimadzu Prominence SIL 20 (Shimadzu Scientific Instruments) equipada
con la columna HPX-87H para acidos organicos (Bio-Rad) como fase estacionaria, a una tempe-
ratura de 55 °C, la fase mévil fue H,SO, (5mM) a un flujo constante de 0.5 mL min~!. Para la
medicién de aziicares y acidos organicos provenientes de las fermentaciones, se tomé continua-
mente una alicuota de cultivo la cual se filtr6 a través de una membrana de nitrocelulosa Millipore
(0.22 um). 10 uL de la muestra asi obtenida fue inyectada al HPLC.

3.3.16 Medicion del gas generado y su composicion.

La medicién del volumen total de gas generado durante la fermentacion se llevé a cabo de
forma continua a través del desplazamiento de una columna con agua dentro de un recipiente
graduado. Junto con lo anterior, Se tomé continuamente una muestra de 1 mL de gas desde la
parte superior de los reactores mientras operaban en modo batch utilizando una jeringa al vacio.
El gas obtenido de esta forma fue inyectado en un cromatégrafo de gases (Perkin elmer Clarus
500, precisely). El cromatégrafo estaba equipado con la columna empacada CTR-1 como fase
estacionaria, la que se encontraba a 45°C y por donde pasaba un flujo de 80 mL min~! de helio
(99.9999 %) como fase moévil. El detector (TCD - Thermal Conductivity Detector) se encontraba

a una temperatura de 150 °C.
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3.3.17 Analisis de flujos metabélicos

Como base para los analisis se utilizé el genoma de la cepa recientemente secuenciada de
Enterobacter aerogenes KCTC 2190 [56]. Esta secuenciacion fue utilizada para la generaciéon
de una base de dato de reacciones utilizando el programa PathoLogic [62, 63, 64] disponible en
MetaCyc [65], estas reacciones fueron analizadas de forma manual para encontrar posibles errores
debido a que se originaron de forma automaética por PatholLogic. El modelo para E. aerogenes
fue desarrollado con experimentos realizados en esta tesis y datos publicados [66] tomando en

cuenta el metabolismo central descrito para esta bacteria.

Consideraciones:

| Se asumié un estado pseudo-estacionario (pseudo-steady state), el cual es necesario para
el calculo de flujos metabdlicos, asumir este estado implica que no existe una significante

acumulacién de metabolitos.

Il Para la simplificacién del modelo, la sintesis de aminoacidos, acidos nucleicos y lipidos fueron

considerados como parte de la formacién de biomasa.

Il La formacién de acetoina (3-hidroxibutanona) y 2,3-butanediol no fueron considerados de-
bido a que en las condiciones probadas estos no se producen, o se producen en cantidades

indetectables en la cepa parental utilizada (Datos no mostrados).

IV El principal rol de la actividad de la piruvato deshidrogenasa (pdh) fue considerado para

generar precursores como acetil coenzima A y 2-oxoglutarato.

Finalmente, el modelo quedé conformado por 32 compuestos y 29 reacciones, resultando en
un sistema con 6 grados de libertad. El sistema de ecuaciones se resolvié midiendo 7 flujos.
Este sistema de ecuaciones sobredeterminado fue resuelto empleando regresién lineal de minimos
cuadrados utilizando la pseudoinversa de Moore-Penrose. Se utilizé Python para resolver el sistema
de ecuaciones. Para mas informacién acerca del nombre de las enzimas, las reacciones, genes,

metabolitos involucrados y las abreviaciones ver Tablas desde C.1 al C.11 en el Anexo C.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Buasqueda de genes de hidrogenasas en E. aerogenes

por métodos bioinformaticos

4.1.1 [Ni-Fe]-hidrogenasas

En relacién a la clasificacion de las 7 diferentes clases de [Ni-Fe]-hidrogenasas mencionadas
en la introduccién, se ha descrito en E. coli la presencia de 2 diferentes clases, la clase 1 (Uptake-
hidrogenasas unidas a membranas) y la clase 4 (hidrogenasas productoras de H, unidas a la
membrana). Estas 2 clases se encuentran representadas por cuatro complejos proteicos diferentes,
codificados en 4 operones distintos que son nombrados como Hyd-1 al Hyd-4. Hyd-1 y Hyd-
2 pertenecen a la clase 1 y Hyd-3 y Hyd-4 pertenecen a la clase 4. Junto con lo anterior,
Hyd-1 se encuentra codificada en el operéon hyaABCDF, Hyd-2 estad codificada en el operdn
hybABCDEFGO, Hyd-3 se encuentra codificada en el operén hycABCDEFGHI, por altimo la
Hyd-4 esta codificada en el operén hyfABCDEFGHIR [67] (Tabla 4.1).

Hyd-4 se ha descrito como una hidrogenasa silente, en cambio Hyd-1 y Hyd-2 fueron descritas
como uptake-hidrogenasas [68]. Hyd-3 se ha descrito como una hidrogenasa productora de bioH;
unida a la membrana perteneciente a la clase 4 de las [Ni-Fe|-hidrogenasas (ver Tabla A.9 en
el Anexo A). Este altimo tipo de hidrogenasa genera bioH, a partir de formato a través de un
complejo proteico denominado como Formato Hidrégeno Liasa (FHL) que ha sido encontrado y
descrito en diferentes bacterias ademas de E. coli (Figura 1.2)[69, 70, 71].

Como se describié en la introduccién, la presencia de Hyd-3 ya fue descrita en E. aerogenes
[44, 45]. Sin embargo se desconoce si otras [Ni-Fe]-hidrogenasas se encuentran presentes en esta

bacteria. Debido a la importancia que tiene esta bacteria en la produccién de bioH,, se decidi6
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Tabla 4.1: Esta tabla muestra las [Ni-Fe|-hidrogenasa presente en E. coli y su clasificacion.

[Ni-Fe]-hidrogenasa
~ Clase a la que pertenece
presente en E. coli

Hyd-1 Clase 1
Hyd-2 Clase 1
Hyd-3 Clase 4
Hyd-4 Clase 4

determinar la existencia de otras [Ni-Fe]-hidrogenasas en E. aerogenes, para esto se realizé un
analisis bioinformatico con las secuencias disponibles de diferentes hidrogenasas que pudieran

estar aportando al metabolismo de bioH-.

Como primera aproximacion se realizé un analisis de secuencias con la herramienta bioinfor-
matica BLASTp ! [57] tomando la secuencia de cada hidrogenasa (ver Tablas A.2 ala A.9 en el

Anexo A) correspondiente a cada una de las 7 clases (Tabla 1.2).

La primera en ser estudiada fue la clase 1, correspondiente a las uptake-hidrogenasas unidas
a la membrana. Para realizar estos analisis, en principio se tomé en consideracién las secuencias
de dos microorganismos filogenéticamente relacionados a E. aerogenes, estos fueron E. coli y
Shigella sp. Para esto, se consideraron las proteinas POACD8, POACEQ (pertenecientes a las
subunidad mayor de las Hyd-1 y Hyd-2 de E. coli K12) y Q0T663, Q0TOQ3 (pertenecientes a
las subunidad mayor de las Hyd-1 y Hyd-2 de Shigella sp.), que es donde se encuentran los sitios
activos de estas hidrogenasas. Con estas proteinas, se realiz6 una comparaciéon de secuencias
aminoacidicas con la base de datos de E. aerogenes utilizando la herramienta BLASTp. Si bien
ambos microorganismos son cercanos a E. aerogenes estos no presentaron ninguna similitud de
secuencia en esta busqueda, sugiriendo que las secuencias de las proteinas utilizadas en la buscada

no se encuentran en el genoma de E. aerogenes.

Cabe destacar que la base de datos genémica y de vias metabdlicas para E. aerogenes KCTC
2190 se gener6 de manera automatica utilizando el programa PathoLogic y ademéas no fue some-

tida a una curacién, por lo que esta base de datos puede contener errores. Debido a lo anterior,

!'BLATp: Esta herramienta compara una secuencia de aminoacidos contra una base de secuencia de

aminoacidos
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si bien el analisis de secuencia a través de BLASTp resulté negativo, esto no descarta que el
programa entregue falsos negativos debido a posibles corrimientos del marco de lectura. Para
descartar esta posibilidad se decidié comparar las secuencias haciendo un analisis con la herra-
mienta tBLASTn 2. Para realizar este analisis se tomaron las secuencias de las hidrogenasas
anteriormente estudiadas (POACDS8, POACEO, Q0T663, Q0T0Q3), junto con otras 15 proteinas
entre las 157 hidrogenasas presente en la clase 1 de las [Ni-Fe]-hidrogenasas representando de
esta forma a la mayoria de los microorganismos que presentan esta tipo de hidrogenasas. Este
analisis al igual que el BLASTp arrojé resultados negativos, sugiriendo que los genes que codifican

para este tipo de [Ni-Fe]-hidrogenasa no se encuentran en E. aerogenes.

Otra razoén para estos resultados negativos es que polimorfismos de secuencia hayan genera-
do proteinas con poca identidad, que no fuesen reconocidos a través de Pathologic, y que sin
embargo mantengan caracteristicas Gnicas que permitan conservar su actividad catalitica, man-
teniendo por ejemplo la estructura del sitio activo. Para comprobar esta hipétesis, se realizé un
PSI-BLAST, el cual es utilizado para encontrar posibles homélogos en microorganismos poco
relacionados, para esto el programa realiza primero un BLASTp con la secuencia que se disponga
para el analisis, para luego generar una matriz de sustitucién propia de acuerdo a los resultados
obtenidos. Este procedimiento amplia la bisqueda a través de iteraciones consecutivas que per-
mitird obtener secuencias que no se podrian conseguir si se utilizara una matriz de sustitucion
comin. Para el caso de este estudio ademas de realizé un PHI-BLAST, el que permite restringir
la basqueda a través del uso de patrones de secuencias conservados (como el sitio activo de la

proteina), para luego realizar un PSI-BLAST.

Como se mencion6 en el parrafo anterior, para la realizacion del PHI-BLAST es necesario
obtener un patrén conservado dentro de la familia de proteinas en estudio. Para obtener este
patrén conservado se tomé la secuencia de 157 hidrogenasas pertenecientes a la clase 1 (ver
Tabla A.2) y se realiz6 un alineamiento de secuencia con la herramienta clustal-W [72], de tal
forma de obtener un patrén que se repitiera en todas las proteinas, independiente del origen del

microorganismo Figura 4.1.

De acuerdo a la estructura cristalografica de la [Ni-Fe]-hidrogenasa de la clase 1 de Desulfo-

vibrio sp. [73, 74], en la subunidad « (subunidad mayor) se encuentran 4 cisteinas que forman un

2tBLASTn: Este tipo de analisis compara una secuencia proteica con una base de datos nucleotidica,

traduciendo los 6 marcos de lectura posibles.
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enlace coordinado que genera el sitio de unién donde se organiza el nacleo metalico (Ni>* y Fe?*)
formando el sitio activo. En la secuencia de Desulfovibrio gigas estas cisteinas corresponden a la
C65, C68, C530 y C533. La formacién de este nicleo bimetalico es fundamental para la funcién de
la hidrogenasa, por lo que se buscé patrones conservados que tuvieran estos aminoacidos dentro
de la secuencia de todas las hidrogenasas disponibles.

(@)
C65 C68 C530 C533
P12944 RDAQHFTQRAC

Q8XC37 RDAW|AFVERI|C
Q9AMN5 LDA I|YFTERI|C

CTYVHALASVR --- --- IILRTVHSYD
CTGVHALASVY --- --- IILRTLHSFD
IICSTAHAMASTL --- --- VJGRIMRSFD
Q35NX1 LDAI|YFTERIICGIICSTAHAMASTL --- --- IILRTIHSFD
QOTDB6 RDAWIMIVQR I|C CTTTHALSSVR --- --- VIVRTIHSFD
Q50226 RDAAIFLTQRIICRGCPLSHGLTATN --- --- IJFHMGRSYD

C|I AICGVH|V
ClL AICS TH|V
ClV S|CA THI|L
ClL AICS TH|V
CMA|CA VH|V
C|II S|ICAVH|T

(b)
XXAERICGVCTXXH XXAERICGVCTXXHAE
VG F RI P T VG F RI P TVG
Patrén TQ V S TQ V S TQ
Consenso CcCSs S G CS S G CS
MM T M MM T M MM
S A A S A A S
(c)
XX[AVTCMS][EGQSM]R[IFCSTA]C[GR][VI]C[TPSGMA]XX[HT] [AFGIKLMV][HMR]XX[HR][AS][AFLY][DN]PC[FILMV]XC[AGS]XH

Figura 4.1: Alineamiento de secuencia y patrones utilizados para la realizacion de PHI-BLAST
para las [Ni-Fe|- hidrogenasas de la clase 1 en formato PROSITE. En (a) se muestran las cisteinas
encargadas de generar el enlace de coordinaciéon en el sitio activo, las que se encerraron en un
rectangulo y se numeraron en la parte superior. Entre corchetes se muestra el rango de secuencia
utilizado para generar el patron consenso. En (b) se muestra un rectangulo con el patron de consenso
anotado de forma vertical. En (c) se encuentra el patron consenso en formato PROSITE. Para
esta figura, se tomo la secuencia hidrogenasas de microorganismos al azar solo para demostrar la
concordancia entre el alineamiento y el patron consenso. Desulfovibrio gigas (p12944); Escherichia
coli O157:HT7 (Q8XC37); Clostridium acetobutylicum ATCC 824 (QIAMNS); Radyrhizobium sp.
BTAIil (Q35NX1); Escherichia coli 536 (QOTDB6); Methanosarcina mazei Gol (Q50226). Se utilizo
nomenclatura ITUPAC para especificar los aminoacidos, X significa que en esa posiciéon puede ir

cualquier aminoacido.

La Figura 4.1 muestra una fraccién del alineamiento de la secuencia de las 157 hidrogenasas.
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Los patrones mostrados en Figura 4.1 (c) se utilizaron para hacer un PHI-BLAST comparando las
secuencias de los siguientes géneros: Acidianus sp, Alcaligenes sp, Azotobacter sp, Campylobacter
jejuni sp, Clostridium sp, Desulfovibrio sp, Escherichia coli sp, Geobacter sp, Helicobacter sp,
Mycobacterium sp, Rhodobacter sp, Shewanella sp, Shigella sp, Thiomicrospira sp. Estos géneros
y especies representan a la gran mayoria de las cepas que poseen [Ni-Fe]-hidrogenasas de la
clase 1. El programa PHI-BLAST en un comienzo realiza una matriz de sustitucién propia con la
secuencia de aminoacidos de los microorganismos nombrados anteriormente, y busca esta nueva
posibilidad de secuencia en el organismo blanco (E. aerogenes KCTC 2190), manteniendo intacto
la secuencia necesaria para la formacién del sitio activo. El proceso anterior se considera como
una iteracion y puede ser repetido de acuerdo al criterio del investigador o hasta que la matriz
de sustitucién no adquiera mas cambios y no se obtengas alineamientos nuevos. El uso de una
matriz de sustitucién propia para cada iteracion produce amplias posibilidades de posiciones en
la secuencia, siendo la razén del uso de PHI-BLAST para la busqueda de proteinas homélogas en
microorganismos poco relacionados. En el caso de este trabajo, se realizaron 6 iteraciones (donde
no se obtuvo nuevos alineamientos) buscando homologia en cada iteracién con E. aerogenes.
En cada una de las iteraciones no se encontraron secuencias homologas en E. aerogenes que se
relacionaran a la presencia de [Ni-Fe|-hidrogenasas de la clase 1. Estos resultados sugieren que

en E. aerogenes no se encuentran [Ni-Fe]-hidrogenasas de la clase 1.

Siguiendo el mismo procedimiento ya descrito, se realizé el analisis para las demas clases de
[Ni-Fe]-hidrogenasas. Para la clase 2a se tomé la secuencia de 24 proteinas (Anexo A.3), para la
clase 2b se tomé la secuencia de 21 proteinas (Anexo A.4), para la clase 3a se tomé la secuencia
de 19 proteinas (Anexo A.5), para la clase 3b se tomé la secuencia de 31 proteinas (Anexo A.6),
para la clase 3c se tomé la secuencia de 27 proteinas (Anexo A.7), para la clase 3d se tomé la
secuencia de 36 proteinas (Anexo A.8) y finalmente para la clase 4 se tomé la secuencia de 102
proteinas (Anexo A.9). Con estas secuencias se obtuvo un patrén consenso para el sitio activo de

cada clase de [Ni-Fe]-hidrogenasa (Tabla 4.2) con el cual se realizé un analisis en PHI-BLAST.

En relacién a los resultados para las clases 2 y 3 (2a, 2b, 3a, 3b, 3c, 3d) se realizé cada
uno de los pasos anteriores y ain después de 6 iteraciones con la herramienta PHI-BLAST no
se encontraron secuencias homologas en E. aerogenes que se relacionaran a la presencia de
estas [Ni-Fe]-hidrogenasas. Esto sugieren (Al igual que los resultados obtenidos para las [Ni-Fe]-

hidrogenasas clase 1), que ninguna de las hidrogenasas de la clase 2 y 3 esta presente en E.
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aerogenes. Como se nombré en parrafos anteriores, en E. aerogenes se ha descrito la presencia
de la hidrogenasa-3 (Hyd-3), perteneciente a las [Ni-Fe]-hidrogenasas de la clase 4 [48, 46,
75]. Debido a lo anterior, y como una forma de validar la metodologia propuesta, se realizé el
mismo procedimiento llevado a cabo con las otras [Ni-Fe|-hidrogenasas. En el caso de las [Ni-Fe]-
hidrogenasa de la clase 4 se encontraron secuencias con homologia a las secuencia de biusqueda,
esta correspondi6 a la proteina HycE que forma parte del complejo de la hidrogenasa-3 (complejo
FHL), y es la proteina que posee la actividad catalitica de hidrogenasa. Estos resultados sugieren la

ausencia de cualquier otra clase de la familia [Ni-Fe]-hidrogenasas en el genoma de E. aerogenes.

Cabe destacar que los analisis anteriores se llevaron a cabo para encontrar sélo una proteina
dentro de cada operé6n (aquella que posee la actividad catalitica). Para ahondar mas en el anilisis,
se decidi6 analizar si los operones que codifican para estas [Ni-Fe]-hidrogenasas se encuentran en
E. aerogenes. Esto se puede analizar estudiando las regiones genémicas al rededor del operén o
contexto genético, haciendo una comparacién de secuencias utilizando bacterias filogenéticamente

relacionadas a E. aerogenes.
4.1.1.1 Contexto genético

Para el analisis del contexto genético de las hidrogenasas se tomé como cepa de comparacion
E. coli, debido a que se encuentra bien caracterizada y porque es un microorganismo cercano
filogenéticamente a E. aerogenes [44, 45]. Los primeros contextos genéticos en ser analizados
correspondieron a [Ni-Fe]-hidrogenasas de la clase 1, especificamente Hyd-1 y Hyd-2 (Figura
4.2). En esta figura se muestra que el operén completo de la hidrogenasa-1 (Hyd-1, Figura 4.2
(a)) sélo se encuentra presente en E. coli. Para el caso de las dos especies de Enterobacter
estudiadas, Hyd-1 no se encuentra presente, sin embargo la regiéon genémica rio arriba del operén
si se encuentra presente. Estos resultados sugieren que efectivamente Hyd-1 no se encuentra en

E. aerogenes.

En el caso de la hidrogenasa-2 (Hyd-2, Figura 4.2 (b)), se puede observar que esta se encuentra
presente en E. coli y sin embargo no se encuentra presente en las dos Enterobacter estudiadas.
En relacién a textitE. cloacae, en la region donde se deberia encontrar hyd-2, se halla una region
de tamafio similar, encontrandose genes sin relacién al operén Hy-2 con proteinas hipotéticas o
funciones hipotéticas. Debido a la cercania filogenética entre estos microorganismos, se sugiere

que esta region genémica sufrié una sustitucion. En el caso de E. aerogenes se observa que en
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Tabla 4.2: Patrones conservados encontrados en las diferentes clases de [Ni-Fe|-hidrogenasas, las

cuales fueron utilizadas para el analisis en PHI-BLAST.

Clase Patrén consenso en formato PROSITE Resultado

. L XXIAVTCMS][EGQSMIR[IFVSTAICIGR][VIIC[TPSGMAIXX[HT] Neont
2. [AFGIKLMV][HMR]xx[HR][AS][AFLY][DN]PC[FILMV]xC[AGS]xH egativo

b, 1 PRIVAICGICIGS][HTGAJIATSIHL -
®  2.Vx[KRIS[FHY|D[LVPS|C[SLIVC[ST][TV][HK] egativo

1. PR[IV]CGICS[IV][SA]Q[SG]xA
N IVICGICSVISAIQISG]x Negative

2. H[IV]VRSFDPCMVCTIAV]H
., L RIFIVICGIVLICIPQIX(APTIH[TCGAI[LITS][AS][SGA Moot
2 RIACS]YD[PIC[VLAI][AS]C[AS][TA][HQ][IMV] egative
1. R[IV]C[AGS][FIL] Cox[HY]xx[AST][ANS]xx[AS] [AILV] |
3b Negativo
2. RIANS][FHY]DPCISC[AS][ATV]H
1. Px{IFLV][TV][PSTNDAJRQRATHIIVICGIIVICooHIHNFIXACIASIcA
) E[FMV]IAGLV][FIV]RX[FY]DPCX[AS]CIAS][STIHX[AILV] cgativo
Ly L EXAPK(AGSPIRIILTICGILICIPFIVIISHXLJACSIAGSIAGSVNIIKR]
2. DPC[IL]SC[AS][TAS]H[TAVIx[AG]X[MCRE][PVA] cgative
1. C[GS][ILV]C[AGNS]ocH N
4 Positivo
2. [DE][PLICX[AGS T]Cx[DE][RL]

la region genémica donde deberia estar Hyd-2, se encuentra sélo un marco genético que codifica
para una proteina hipotética. En la Figura 4.2 (b), también se muestran las zonas conservadas del
contexto genético que rodea a Hyd-2 y que se encuentra presente en las tres bacterias analizadas,
sugiriendo debido a su cercania filogenética con E. coli, que Hyd-2 sufrié una posible eliminacién

en E. aerogenes.
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(a) Contexto genético del operdn hya de la hidrogenasa 1 (Hyd-1)
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Figura 4.2: Comparacion del contexto genético de los operones Hyd-1y Hyd-2 en E. coli, E. aeroge-
nes y E. cloacae. Los operones corresponden a hya(a) y hyb (b) que codifican para la hidrogenasa-1
(Hyd-1) e hidrogenasa-2 (Hyd-2), respectivamente. El fondo gris indica regiones idénticas o regiones
que cumplen la misma funcién en estas bacterias. En la parte superior de cada gen, en angulo y

cursiva, se encuentra el nombre de cada gen.

La siguiente clase en ser analizada correspondié a [Ni-Fe]-hidrogenasas de la clase 4. Dentro
de esta clase se encuentran la hidrogenasa-3 (Hyd-3, Figura 4.3 (a)) y la hidrogenasa-4 (Hyd-
4 Figura 4.3 (b)). En el caso de Hyd-3, tanto el operén (hyc) como el contexto genético se
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encuentra presente en E. coli, asi como en las dos cepas de Enterobacter estudiadas (Figura 4.3
(a)), estos datos son confirmados por otras investigaciones [44, 45, 48, 46]. En el caso de la
hidrogenasa-4 (Hyd-4), se observa que el operén de esta hidrogenasa sélo se encuentra presente
en E. coli y no en las cepas de Enterobacter. Junto a lo anterior, el contexto genético de esta

hidrogenasa se mantiene relativamente invariable en las cepas analizadas. Figura 4.3 (b).

El analisis bioinformatico, tanto de las hidrogenasas mismas asi como su contexto genético,
sugiere que la Gnica [Ni-Fe|-hidrogenasa presente en E. aerogenes es de la clase 4 representada

por Hyc-3.
4.1.2 [Fe-Fe] Hidrogenasas

Como se sefialé en la introduccién, este tipo de hidrogenasas se encuentran presentes en
microorganismos anaerobios estrictos como los pertenecientes al género Clostridium sp. tales
como C. acetobutylicum, C. pasteurianum, al igual que en organismos eucariontes, por ejemplo;
algas verdes Chlamydomonas reinhardtii, Scenedesmus obliquus y Chlorella fusca [27, 25, 28].
Junto con lo anterior, recientemente se describié una pequefia hidrogenasa perteneciente a esta
familia en la bacteria Gram negativo y anaerobia facultativa Enterobacter cloacae IIT-BT 08, la
cual se encuentra filogenéticamente mas relacionada a E. aerogenes que E. coli [32]. Debido a

esta cercania filogenética, se decidié buscar este tipo de hidrogenasas en E. aerogenes.

Con el objetivo de encontrar secuencias similares a las que posee esta familia de hidrogenasas
se realizé el mismo protocolo anteriormente utilizado para las [Ni-Fe]-hidrogenasas y descrito
en Materiales y Métodos (Seccién 3.3.2, Figura 3.1). Primero se realizé un analisis de secuen-
cia con la herramienta BLASTp utilizando las secuencias P29166, Q59262, Q0TMV5, Q9FYUL,
Q8VZZ0, P07598, 052683 y AAU11811 pertenecientes a Clostridium pasteurianum ATCC 6013,
Clostridium acetobutylicum ATCC 824, Clostridium perfringens ATCC 13124, Chlamydomonas
reinhardtii 21gr, Desulfovibrio vulgaris sub sp. Vulgaris str. Hildenborough, Thermotoga maritima
ATCC 43578 y Enterobacter cloacae II'T-BT 08 respectivamente (Ver en Anexo A.10). Este ana-
lisis BLASTp no arrojé resultados positivos para ninguna de las secuencias analizadas, sugiriendo

que ninguna de las secuencias buscadas se encuentra en el genoma de E. aerogenes.

Lo siguiente que se realiz6 fue analizar la traduccién de los 6 marcos de lectura posibles,
utilizando la herramienta tBLASTn para encontrar potenciales similitudes. Con este anélisis se

encontré algunas semejanzas con la enzima NADH deshidrogenasa codificada en el gen hycE

Ut
=
-}
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perteneciente al operén de Hyd-3 de las [Ni-Fe]-hidrogenasas. Estos resultados se deben a que
esta proteina presenta dentro de su secuencia regiones conservadas para la unién de un centro [Fe-

S] similar al dominio adicional que se encuentra dentro de la familia de las [Fe-Fe]-Hidrogenasas
[27, 25].

(a) Contexto genético del operdn hyc de la hidrogenasa 3 (Hyc-3)

NS hypABCDE hycABCDEFGHI ascBFG @ & norWv
Q . ! & R
: } MG 1655
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N v | Y ] ‘\@V\ @QQ E. cloacae
~ ATCC 13047
&  hypABCDE hycABCDEFGHI ascBFG S ¢ norWv
© o o

: ] KCTC 2190

(b) Contexto genético del operdn hyf de la hidrogenasa 4 (Hyc-4)
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Figura 4.3: Comparaciéon de las secuencias codificantes de las hidrogenasas Hyd-3 y hyd-4 en F.
coli, E. aerogenes y E. cloacae. Los operones corresponden a hyc (a) y hyf (b) de la hidrogenasa-3
(Hyd-3) e hidrogenasa-4 (Hyd-4) respectivamente. El fondo gris indica regiones idénticas o regiones

que cumplen la misma funcién entre estas bacterias.

El siguiente paso fue realizar un analisis con la herramienta PHI-BLAST, para esto se ge-

ol
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neré un alineamiento de secuencia con el programa gratuito Clustal-W y la secuencia de 126
[Fe-Fe]-hidrogenasas (Ver Anexo A.10). De esta forma se obtuvo secuencias conservadas dentro
del dominio catalitico que fueron utilizadas como patrén de basqueda. Debido a que no todas
las hidrogenasas presentes en esta familia presentan el dominio adicional que puede coordinar un
segundo enlace con otro centro de Fe-S (Figura 1.1), solo se tomé en cuenta los patrones nece-
sarios para formar el cluster-H el cual se ha demostrado estar en todas las [Fe-Fe]-Hidrogenasas
[29, 22].

Dentro del cluster-H se encuentran 3 regiones conservadas nombradas como H-1, H-2 y H-
3 [29]. En la Figura 4.4 (a), se muestran las regiones del cluster-H y el alineamiento de 10
secuencias tomadas al azar, s6lo para demostrar la concordancia entre este y el patrén consenso.
También se muestra el patrén obtenido por columna en cada uno de las regiones del cluster-
H (Figura 4.4 (b)), al igual que el patrén consenso acotado en formato PROSITE (Figura 4.4
(c)). En relacién a los resultados entregados por la herramienta PHI-BLAST, estos no mostraron
ninguna secuencia que presentara homologia entre el E. aerogenes y las tres zonas buscadas del
cluster-H. Estos resultados sugieren que las secuencias que codifican para el sitio activo de las

[Fe-Fe]-Hidrogenasas no se encuentran presentes en el genoma de E. aerogenes.

Si bien los analisis bioinformatico son atiles e informativos, estos sélo ayudan a un mejor
entendimiento para realizar una caracterizacién experimental, buscando los genes a través de
herramientas moleculares, que determinaran de forma mas concreta la existencia de las secuencias

buscadas.

4.2 Buasqueda de genes de hidrogenasas en E. aerogenes

por métodos experimentales

De acuerdo a los resultados expuestos en esta tesis no fue posible encontrar similitudes de
secuencia que indicaran la presencia de otro tipo de [Ni-Fe]-hidrogenasa o [Fe-Fe]-hidrogenasa
en E. aerogenes. Sin embargo, cabe recordar que este tipo de anélisis se realizan para orientar
futuros experimentos de basqueda. Si bien tanto el analisis de flujos metabédlicos como la bas-
queda bioinformatica se realizé con el genoma de E. aerogenes 2190 como modelo de estudio,
se decidié utilizar la cepa clinica de Enterobacter aerogenes (denominada en nuestro laboratorio

como 2F) debido a que tiene una produccién de hidrégeno mayor que la cepa secuenciada (datos
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(a)
H-1 H-2 H-3
AAU11811  DIR[GAPCN-GVR - o - [o oo |- - --Jnacrcac) - - - -
P29166 FPMFTSCCPGW|V --- --- VTIVMPCTSKKFEA--- --- EVIMACHGGCWVNGGG
Q59262 FPMFTSCCPAWV --- --- VT{IMPCNDKKYE|A --- ---EV[IMACPGGC|INGGG
QSQK1 FPMLTSCCPSW|V --- --- VTIVMPCTSKKFEA--- ---EV[IMACPGGCIVNGGG
QO0TMV5 FPMLTSCCPSW|V --- --- VTIVMPCTSKKFEIA--- ---EV[IMACPGGCIVNGGG
Q9ZNE4 FPMLTSCCPSWV --- --- VTIVMPCTSKKFE|A--- ---EV[IMACPGGCIVNGGG
QO9RHUS8 FPMLTSCCPSW|V --- --- VTIVMPCTSKKFEA --- ---EVIMACPGGCIVNGGG
Q59261 FPMFTSCCPAW --- --- VT/IMPCTAKKFEA --- ---EV[IMACPGGCIVNGGG
Q6F4C7 FPMFTSCCPGW|V --- --- VTIIMPCTAKKFE|A --- ---EVIMTCPGGCIVNGGG
Q46508 LPIILTSCPCGWV --- --- VS[VMPCLAKKYEIC --- ---EV[IMACPGGC|IGGGG
(b)
RGACCNGV FMPCXXKKXE MGCPGGC
FSSPSPAF I1G DV HA HY
Patron ITC SW LT Q \Y
Consenso L M MY VvV R N
T I S
Vv
(©) H-1 H-2 H-3
[RFILT][GSTI[ASCM][CPI[NP][GASMIV][VFWY] [FILV][MGTV]PCXXK[KDQRS]IX[EV] [MH][GA]C[PHVN][GY]GC

Figura 4.4: Identificacion de secuencias consenso caracteristicos de [Fe-Fe|-hidrogenasas. En (a)
se muestra entre corchetes el rango de secuencia utilizado para generar el patrén consenso para
cada columna (a). En (b) se muestra la secuencia consenso identificada. En la parte inferior se
muestra el patron consenso acotado en formato PROSITE (c). Se utiliz6 nomenclatura IUPAC pa-
ra especificar los aminoacidos, X significa que en esa posicién puede ir cualquier aminoacido. Para
esta figura, se tomo la secuencia hidrogenasas de microorganismos al azar solo para demostrar la
concordancia entre el alineamiento y el patron consenso. Enterobacter cloacae (AAU11811); C. pas-
teurianum (P29166); C. acetobutylicum (Q59262); C. perfringens SM101 (QOSQK1); C. perfringens
ATCC13124 (QOTMV5); C. perfringens (QIZNEA4); C. perfringens (QIRHUS); C. saccharobutyli-
cum (Q59261); C. paraputrificum (Q6FACT); D. fructosivorans (Q46508)

no mostrados).
4.2.1 [Ni-Fe]-hidrogenasas

De acuerdo a los antecedentes encontrados para la cepa de E. aerogenes este tipo de bacteria
presentaria dos tipos de hidrogenasas, una de ellas es la previamente publicada Hyd-3 codificada
en el operén hycABCDEFGHI [44, 45]. La segunda es una NADH dependiente cuya presencia ha
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sido sugerida en E. aerogenes, sin embargo nada se sabe acerca de las enzimas que participan en

esta reaccién [18].

Un estudio que puede exponer con una mayor precision la existencia de estas hidrogenasas
es a través de la técnica de amplificacion por PCR, seguido de un analisis de secuencia. En
condiciones ideales, donde existen zonas altamente conservadas e invariables, se pueden generar
partidores especificos que amplifican el gen problema. Estos partidores son bastante efectivos,
siendo capaces de amplificar una sola regién de ADN de forma especifica [76]. Sin embargo en el
caso de este estudio las secuencias de las hidrogenasas son bastante variables, aun dentro de las
zonas conservadas (Tabla 4.1 y Figura 4.4). Para estos casos se utilizan partidores degenerados
que llevan tripletes nucleotidicos ambiguos, lo que facilita la amplificaciéon de una poblacién
heterogénea de secuencias, permitiendo la deteccién de genes homdlogos en organismos poco

relacionados filogenéticamente [77].

Para la generacién de los partidores degenerados se utilizaron las secuencias encontradas en
el sitio activo de la subunidad catalitica de cada hidrogenasa (Tabla 4.2 y Figura 4.4 (c).) junto
con el uso de codones especifico de E. aerogenes (Anexo A.1) de acuerdo al protocolo propuesto
en Materiales y Métodos (Ver Seccion 3.3.3, diagrama de flujo Figura 3.3.3). Cabe destacar que
para estos experimentos, se utilizo ADN genémico de la cepa E. aerogenes 2F que posee una
eliminacién en el operén que codifica para la hidrogenasa Hyd-3 ya descrita. La utilizacién de
esta cepa se realiz6 para obtener amplificados de otras [Ni-Fe]-hidrogenasas de la clase 4 y evitar

falsos positivos dentro de los resultado.

Una vez obtenidos los partidores degenerados se realizé una amplificacién por PCR con gra-
diente de temperatura para determinar cual era la temperatura de hibridacién de los partidores
donde se lograba obtener amplificado. Para esto se tomaron todos los partidores de [Ni-Fe]-
hidrogenasas (Materiales y Métodos Seccién 3.3) y se les realizé un PCR con gradiente de
temperatura desde 42 °C a 70 °C (Datos no mostrados). En todas las temperaturas ensayadas
se observé un débil amplificado, obteniéndose mejores resultados a los 52 °C (Figura 4.5 (a)
PCR 1). Con esta temperatura de hibridacion se logré obtener una clara amplificacion en la clase
2b de las [Ni-Fe]-hidrogenasas (C2b) y algunas amplificaciones en las demas clases estudiadas.
Sin embargo, en todos los casos se observé una amplificacién tenue e inespecifica. Como paso
siguiente se realizé una reacciéon de PCR, ocupando como templado la mezcla de PCR 1, ademas

para promover una amplificacién mas especifica se utilizé6 una temperatura de hibridacién de 65
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°C (Figura 4.5 (b) PCR 2). Sin embargo, esto sélo generé muchas bandas inespecificas para las

clases 2b (C2b), 3c (C3c) y 3d (C3d).

(@) (b)
;IEZ Clases de [Ni-Fe]-hidrogenasas (PCR 1) ;ltl; Clases de [Ni-Fe]-hidrogenasas (PCR 2)
DNA DNA
ladder] C1 |C2a [C2b | C3a|C3b|C3c (C3d [C4 ladder] C1|C2a |C2b|C3a|C3b|C3c|C3d|C4

5000 pb
2000 pb
1000 pb

500 pb

5000 pb
2000pb
1000 pb
500 pb

Figura 4.5: Amplificacion de ADN genémico de E. aerogenes 2F AHyd-3 con partidores degene-
rados para distintas [Ni-Fe]-hidrogenasa. Los partidores utilizados estan listados en la Tabla 3.3.
En la Figura (a) PCR 1, como templado se utilizé6 genoma de la cepa E. aerogenes 2F AHyd-3,
temperatura de annealing 52 °C. En la Figura (b) PCR 2, se utiliz6 como templado la mezcla de

PCR 1 y una temperatura de annealing de 65 °C. Gel al 1% de agarosa.

La Figura 4.6 (a) muestra solo las clases de [Ni-Fe]-hidrogenasa con las que se obtuvo am-
plificado. Para eliminar las amplificaciones inespecificas se realizé una nueva amplificacién por
PCR usando como templado la mezcla de PCR2, a esta mezcla de PCR se le agregé dimetil
sulféxido (DMSO) al 3%, este compuesto organico es conocido debido a que puede afectar la
Tm de los partidores y la estabilidad térmica de la DNA polimerasa permitiendo amplificaciones
mas especificas [78], ademas se subié la temperatura de hibridacién de los partidores a 70 °C

(Figura 4.6 (b) PCR 2). Estos resultados muestran amplificaciones con bandas definidas para la
clase 2b (C2b), 3c (C3c) y 3d (C3d).

Como paso siguiente a las amplificaciones por PCR se realizé la secuenciacién de cada banda
encontrada de [Ni-Fe]-hidrogenasa (clase 2b (C2b), Clase 3c (C3c) y clase 3d (C3d)). Las se-
cuenciaciones se compararon con una base nucleotidica del genoma de E. aerogenes KCTC 2190.

Para esto, se tomaron las secuencias aminoacidicas de estas hidrogenasas putativas y se busca-

t
ot
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(a) (b)
;Ikb Clases de [Ni-Fe]- ;Ikb Clases de [Ni-Fe]-
us : us .
DNA hidrogenasas (PCR 2) DNA hidrogenasas (PCR 3)
ladder| C2b | C3c |C3d [C(-) ladder| C2b | C3c | C3d | C(-)

5000 pb
5000 pb
2000 pb
2000 pb
1000 pb P
650 pb 1000 pb
500 pb
650 pb
500 pb

Figura 4.6: Segunda amplificacion con partidores degenerados para cada clase de [Ni-Fe]-
hidrogenasa. Los partidores utilizados estan listados en la Tabla 3.3. En la figura (a) PCR 1,
como templado se utilizo la mezcla de PCR 1, temperatura de annealing 65 °C. En la figura (b)
PCR 3, se utilizdé como templado la mezcla de PCR 2, una temperatura de annealing 70 °C mas
DMSO. Gel al 1% de agarosa.

ron dominios proteicos de hidrogenasa utilizando las herramientas BLATP y ExPASy-PROSITE.
El tamafio de las [Ni-Fe|-hidrogenasas varia dependiendo del microorganismo del que provienen,
variando desde los ~1000 pb hasta los ~1500 pb. Estos valores fueron ocupados como criterio
para seleccionar los genes de las hidrogenasas putativas. Los resultados se muestran en la Tabla
4.3. En el caso de [Ni-Fe]-hidrogenasa clase 2b (C2b), el tamafio del gen es aproximadamente de
1200 pb, sin embargo sélo se amplificaron fragmentos de aproximadamente 650 pb. El resultado
de la secuenciacién demostré que ese fragmento corresponde a una fraccién del gen hipotético
EAE 02500 con identidad al gen rcnA descrito en E. coli, el cual codifica para una proteina

encargada del transporte de niquel y cobalto [79]. Con respecto a la clase 3c, el tamafio esperado



4.2. BUSQUEDA EXPERIMENTAL CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

se encuentra alrededor de los 1200 pb, sin embargo no se encontré una banda definida de ese
tamafio. Finalmente, el grupo 3d mostré al menos 3 bandas definidas cercana a los ~2500 pb,
~1600 pb y ~1000 pb. Debido a que el tamafio de esta hidrogenasa se encuentra dentro de los
~1150 pb, se decidié purificar y clonar los fragmentos de ~1600 pb y ~1000 pb. A los clones
seleccionados se les extrajo ADN plasmidial el cual fue posteriormente secuenciado. Los resulta-
dos muestran dos poblaciones diferentes de genes en la banda de ~1000 pb, uno corresponde a
un fragmento del gen EAE 07005 que codifica para una lipoproteina de membrana externa con
identidad al gen amiD presente en E. coli [80] (pC3digg0.1 en la Tabla 4.3). El otro (pC3d1000-2)
corresponde a un fragmento del gen EAE 00290 que codifica para una proteina de transporte
de manganeso (MntH), el cual en E. coli se ha asociado a mecanismos de supervivencia dentro
de los macréfagos [81]. Por otro lado, la banda de ~1500 pb tiene identidad de secuencia al gen
rnr en E. coli que codifica para la exoribonucleasa R, implicada en la maduracién y degradacion
de diferentes tipos de ARN [82]. Estos resultados demuestran que ninguna de las secuencias

analizadas corresponde a proteinas que puedan realizar la funcién de [Ni-Fe]-hidrogenasa.

Tabla 4.3: Tabla con los resultados de la secuenciacion de las [Ni-Fe|-hidrogenasas.

plasmido Tamaiio del fragmento Nombre del gen Funcién

pC2beso ~650 pb EAE 02500 (rcnA) Transporte de niquel
pC3di000-1 ~1000 pb EAE 07005 (amiD) Lipoproteina de membrana
pC3dig00.2 ~1000 pb EAE 002905 (mntH) Transporte de manganeso
pC3dis00 ~1500 pb EAE 09355 (rnr) Maduracién/Degradacion de ARN

Estos resultados sugieren que efectivamente no hay otro gen dentro del genoma de E. aeroge-
nes que codifique para alguna [Ni-Fe]-hidrogenasa. Por otro lado, Li y cols (2015) recomiendan
disefiar partidores de PCR utilizando ciertos criterios de filtracién, los que pueden ser utilizados
para mejorar la basqueda de genes. Como primer paso estos investigadores sugieren realizar un
alineamiento maltiple de secuencia y obtener una identidad mayor al 88 %, de obtener un va-
lor mayor, se dividen las secuencias en subpoblaciones hasta obtener la identidad buscada (ver
Diagrama 3.2). Una vez obtenida la secuencia degenerada esta debe tener un porcentaje de ambi-
gliedad menor al 10 % [83]. De acuerdo a esto, existe la posibilidad de que partidores con elevado
grado de degeneraciones impidieran la correcta identificacion de las hidrogenasas putativas, de-
bido a que el aumento de degeneraciones incrementa el nimero de partidores posibles. En otras

palabras, de existir un partidor que hibride correctamente, su concentracién seria muy baja para



4.2. BUSQUEDA EXPERIMENTAL CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

ser utilizada en esta técnica.
4.2.2 [Fe-Fe]-hidrogenasa

Como se mencioné anteriormente las [Fe—Fe]—hidrogenasa estan presentes en procariontes
anaerdbicos y bacterias reductoras de sulfato. Estas se encuentran en la mayoria de los casos en
forma monomérica presentando una gran diversidad de tamafios [27, 25]. El sitio activo de estas

hidrogenasas es conocido como cluster-H y presenta tres regiones conservadas (Figura 1.1) [29].

Junto con lo anterior, se ha descrito la presencia de una [Fe-Fe]-hidrogenasa en una cepa
de Enterobacter cloacae [30]. E. cloacae es una bacteria filogenéticamente relacionadas a E.
aerogenes por lo que existe la posibilidad de que este tipo de hidrogenasas también se pueda
encontrar en E. aerogenes. Con el objetivo de encontrar este tipo de hidrogenasas de forma
experimental, se generaron partidores degenerados para amplificar hidrogenasas hipotéticas que

contengan el sitio activo o cluster-H.

El disefio de partidores degenerados partia de la base de un alineamiento de secuencia maltiple
que se mejoraba y reducia de acuerdo a un parentesco filogenético. Sin embargo, de las 126
hidrogenasas presentes en esta familia, s6lo una de ellas se encuentra genéticamente relacionado a
E. aerogenes (E. cloacae [30]), todas las demas provienen de microorganismos que se encuentran
alejados de E. aerogenes, por lo que agregar todas las secuencias genera muchas variaciones
innecesarias. Debido a lo anterior se realizé un protocolo ligeramente diferente al anterior (ver
Materiales y Métodos Seccién 3.3.3). Para esto seleccioné diferentes microorganismos, de tal
forma de representar a toda la poblaciéon que microorganismos que poseen estas hidrogenasas, se
realizé un alineamiento maltiple de secuencia, con el que se determiné las secuencias conservadas,
para luego continuar de acuerdo al protocolo anteriormente planteado. Los partidores utilizados

se muestran en la Tabla 3.3 y sus caracteristicas en la Tabla 4.4.

Con los partidores degenerados se realizé de forma estandar un PCR con gradiente de tem-
peratura de forma tal de determinar la temperatura adecuada donde se generaban amplificados
de manera especifica. Se probaron diferentes combinaciones de partidores, varios de los cuales
no arrojaron ningan tipo de amplificado (datos no mostrados). Las combinaciones que generaron
amplificado fueron Ext H-2/Hyd-H3 y Hyd-H1/Hyd-H3. El partidor Ext H-2 fue ideado para ali-
near rio arriba e inmediatamente junto al cluster-H. En cambio Hyd-H1 y Hyd-H3 fueron ideados

para alinear dentro del cluster-H especificamente en la regién H-1 y H-3 respectivamente (Figura
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Tabla 4.4: Caracteristicas de los partidores utilizados para encontrar las [Fe-Fe|]-hidrogenasas.
Se muestra el nombre de los partidores junto con la secuencia consenso de aminoacidos. Las le-
tras mayusculas en la secuencia consenso corresponde a los aminoédcidos mas representados en el

alineamiento, en cambio las letras en el subindice corresponden a los menos representados.

Partidor secuencia consenso
Ext H-1 Ce Gp Qe G5 V)
Ext H-2 A Ps As V| R V¢ q
Hyd-H1 Fr Ts Sc Cp Cs N Ga
Hyd-H2D Mg P C Ty Aa K Kg
Hyd-H2R Mg P C Ty Aa K Kg
Hyd H2-3D | Fy Ga Ay Ts G GV
Hyd H2-3R | Fy Ga Ay Ts G GV
Hyd-H3 MAg CPy Ga GC
Ext H-3 AHEKLLHT

4.7 (a).). De acuerdo a las secuencias analizadas, las [Fe-Fe]-hidrogenasas presentan tamaiios
que varian de ~830 pb para la combinacién Ext H-2/Hyd-H3 y ~630 pb para la combinacién
Hyd-H1/Hyd-H3 que hibridan dentro del cluster-H. Estas combinaciones de partidores generaron
varias amplificaciones con tamafios definidos (Figura 4.7 (b).). Varios de los fragmentos se aleja-
ban de los tamafios esperados por lo que se decidié analizar aquellos que se acercaban en mayor
medida a los tamafios hipotéticos. De acuerdo a lo anterior, con la combinacién de partidores
Ext H-2/Hyd-H3 se eligieron los fragmentos de ~1300 pb, ~850 pb y ~750 pb. Por otro lado,
con la combinacién Hyd-H1/Hyd-H3 se tomaron los fragmentos de ~800 pb y ~650 pb. Todos

los fragmentos fueron purificados, clonados y secuenciados.

Los resultados de la secuenciacién se muestran en la Tabla 4.5. Como se nombré anterior-
mente, con la combinacién de partidores Ext H-2/Hyd-H3 se decidié clonar los 3 fragmentos
mas cercanos al tamafio esperado de este tipo de hidrogenasas (~750 pb, ~850 pb y ~1200
pb). Los resultados muestran que el fragmento de ~750 pb corresponde a un transportador de
glutation cuyo nombre en E. aerogenes es EAE 14760 y posee identidad al gen gsiD de E. coli
cumpliendo la misma funcién [84]. Con respecto al fragmento de ~850 pb, este corresponde a
una exonucleasa de hebra simple (EAE 02805 ) con identidad a gen recJ en E. coli [85]. Por
altimo, el fragmento de ~1200 pb corresponde a un segmento del gen EAE 1558 con identidad
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(@) (b)

1 kb |Combinacién de partidores

Plus
DNA Ext H-2 Hyd-H1

ladder| Hyd-H3 Hyd-H3

Promotor
Hyd-H1y Hyd-H3 (~ 630 pb)

ExtH-1 ExtH-2 Hyd-H1 Hyd-H2D Hyd-H2-3D

[S2
|

ISgeaexey
[

Hyd-H2 R Hyd-H2-3R Hyd-H3  ExtH-3

ExtH-2 y Hyd-H3 (~830pb)

Figura 4.7: Diagrama y amplificacion por PCR de las [Fe-Fe]-hidrogenasas. (a). Representacion
grafica de una [Fe-Fe|-hidrogenasa y el cluster-H, ademéas se muestra el lugar de hibridacion de
los partidores degenerados junto con sus nombres. Por otro lado en (b), se muestra las bandas

obtenidas por amplificaciones de PCR, junto con la combinacién de partidores utilizados.

al gen flgN que codifica para la proteina FIgN encargada de la sintesis de flagelo [86]. Por otro
lado, con la combinacién de partidores Hyd-H1/Hyd-H3 (region interna del cluster-H) se decidié
clonar los fragmentos de ~650 pb, ~800 pb. El primer fragmento de ~650 pb corresponde a
una porcién del gen EAE 12950 que posee identidad al gen acrB, presente en E. coli, que codi-
fica para una bomba transportadora de toxina perteneciente a la superfamilia de transportadores
RND [87]. Finalmente, el fragmento de ~800 pb corresponde a una seccién del gen EAE 01725
identificado en E. aerogenes como un transportador de zinc y manganeso, este posee identidad
con el gen presente en E. coli znuB que codifica para una proteina de membrana transportadora
de zinc y dependiente de ATP [88].

Los resultados experimentales realizados en E. aerogenes demuestran que ninguna de las se-
cuencias analizadas corresponde a alguna [Ni-Fe|-hidrogenasa o [Fe-Fe]-hidrogenasas. Sugiriendo
que E. aerogenes sélo posee el operén hyc que codifica para la hidrogenasa-3 (Hyd-3) formato

dependiente.
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Tabla 4.5: Tabla con los resultados de la secuenciacion de las [Fe-Fe]-hidrogenasas.

plasmido Tamaiio del fragmento = Nombre del gen Funcién

pGFezso ~750 pb EAE 14760 (gsiD) Transporte de glutatién
pGFegsg ~850 pb EAE 02805 (recJ) Exonucleasa de hebra simple
pGFe1200 ~1200 pb EAE 15580 (flgV) Sintesis de flagelo
pGFegso ~650 pb EAE_ 12950 (acrB) Transporte de toxinas
pGFegog ~800 pb EAE 01725 (znuB) | Transporte de zinc y manganeso

4.3 Aumento de NADH intracelular a través de manipula-
cion genética

En la naturaleza se pueden encontrar una gran diversidad de organismos que tienen vias o
productos metabdlicos de interés. Sin embargo, limitaciones como bajas tasas de produccién y
crecimiento, altos requerimientos nutricionales, sensibilidad a estrés entre otros problemas gene-
ran limitaciones en el uso de estas cepas silvestres como productoras de productos de interés
biotecnoldgico. Estas limitaciones han sido soslayadas con el avance de nuevas tecnologias. Un
ejemplo de esto es la tecnologia de ADN recombinante que ha adquirido gran importancia en
el desarrollo de la biotecnologia, el cual se ve reflejado en la produccién de nuevos compuestos,
nuevas enzimas, rutas metabdlicas, elementos genéticos o nuevos microorganismos de importan-
cia industrial [89, 90, 91, 92, 93]. Estas nuevas estrategias han dado paso para la utilizacién de
fuentes de carbonos mas simples o econémicas como son los desechos industriales o azicares
fermentables provenientes de materiales complejos como los materiales lignocelulésico [94]. Es-
ta tendencia ha requerido avances en areas como la ingenieria metabdlica, biologia molecular e

ingenieria genética.

Una de las técnicas utilizadas en ingenieria genética toma ventaja del sistema de reparacién
de ADN dafiado que poseen los microorganismos [95], llamado recombinacién homéloga, la cual
es muy eficiente en muchos organismos. Se ha demostrado que regiones muy cortas de identi-
dad (desde 25 a 50 pb) son suficientes para realizar una recombinacién homéloga eficiente en
este sistema [96]. Por otro lado, fragmentos de ADN lineales son degradados rapidamente por
las exonucleasas en la mayoria de las bacterias, por lo que son considerados sustratos pobres

para la recombinacién, sin embargo, una recombinacién eficiente entre estos fragmentos lineales
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cortos y el cromosoma bacteriano pueden ser catalizados tomando ventaja de los sistemas de

recombinacién de fagos [97].

Datsenko y Wanner [53] utilizaron el locus A\ Red el que codifica un sistema que promueve
la recombinacién homéloga, este locus A Red incluye tres genes: bet (aka3), exo y gam (akay).
Exo es una exonucleasa 5'-3" que degrada el término 5’ de las moléculas de ADN lineal. Bet es
una proteina de unién a ADN de hebra simple que se une a los términos 3’ generados por Exo y
promueve el apareamiento de ADNs complementarios favoreciendo de esta forma la recombinacién
homéloga. por otro lado, Gam se une al complejo RecBCD del hospedero e inhibe su actividad
exonucleasa. Los sistemas que utilizan los genes A Red se denominan genéricamente intercambio
Red o en inglés "Red-swap". El sistema ideado por Datsenko y Wanner [53], expresa los genes A
Red desde el control de un promotor inducible por arabinosa ubicado en un plasmido termosensible

de bajo nimero de copias (pKD46), lo que facilita la regulacién de la induccién.

Con la utilizacién del sistema Red-swap es posible la recombinacién de fragmentos cortos de
ADN los cuales pueden ser seleccionados por métodos estandar de microbiologia, como pérdida
de un fenotipo o incluyendo un marcador dominante de seleccién (ej. un marcador de resistencia a
antibiético). Para generar fragmentos de PCR con algiin marcador de seleccién se puede utilizar
como templado el plasmido pkD3, que es un plasmido suicida dependiente de la proteina Pi
(), que carece de identidad con el cromosoma de E. aerogenes. La presencia de este origen de
replicacién condicional reduce el ruido de fondo generado por colonias resistentes al antibiético
que poseen productos de PCR aberrantes que sean homélogos a secuencias del plasmido [53].
Flanqueando el marcador de resistencia se encuentran sitios denominados FRT, los que facilitan
la escisién del marcador de resistencia al expresar la recombinasa FLP desde un plasmido auxiliar
facilmente curable (pCP20). La remocién del marcador de resistencia genera una cicatriz FRT
con codones de stop en los 6 marcos de lectura. Ademas contiene un sitio de unién a ribosoma
(Shine-Dalgarno) y un codén de inicio para facilitar la creacién de interrupciones génicas no
polares. La Figura 4.8 muestra un esquema general de las mutaciones generadas por intercambio

alélico Red-swap.
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ori Figura 4.8: Representacion de la ge-
B neraciéon de una mutacién mediante
PKD3
el sistema de reemplazo alélico (Red-
X Wj\ Swap)[53]. Brevemente, se utiliza el plas-
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Escision del cassete lico (ver Materiales y Métodos 3.3.10).
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por recombinacion
homodloga cassette de resistencia cat por la incor-
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p—
poracion del plasmido auxiliar termosen-

I I
- Xyz l xXyz — sible pCP20 el cual codifica para la re-
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nacion sitio-especifica de las secuencias

FRT.

Una vez se ha obtenido la célula recombinante, es importante eliminar los genes Red debido a
que pueden favorecer eventos de recombinacion no deseados. Para esto, las bacterias se crecen a
42 °C en ausencia de seleccion, eliminado de esta forma el plasmido pKD46. Junto con lo anterior
es recomendable realizar un retrocruce de las mutaciones a un fondo genético limpio mediante la
técnica de ADN lineal (Figura 4.9). En este sistema se obtiene ADN de la célula recombinante y

se fragmenta de forma mecanica, para luego ser introducido a una cepa parental y seleccionado
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de acuerdo al marcador adecuado de seleccién, obteniendo de esta forma una cepa recombinante

con una mutacion estable [54].

E. aerogenes 2F Axyz:: cat Extraccidon gendmica

E. aerogenes 2F Axyz:: cat E. aerogenes 2F
Retrocruzada (silvestre)

Figura 4.9: Técnica de retrocruce (back cross) por electrotransformacion con ADN fragmentado
mecéanicamente segtin Toro y cols. [54]. Una vez obtenida la mutante por el método de Red-swap
[53], se realiza una extraccion de ADNg. Este ADN se fragmenta mecénicamente por vortex y luego
se introduce en una cepa silvestre por electrotransformacion. El cassette (flecha roja) se inserta en
el cromosoma por medio de recombinacién homéloga, lo cual permite seleccionar a las mutantes
retrocruzadas por medio de la resistencia a antibi6tico. En el esquema de la figura se muestra la

mutante Azyz a la cual se le insert6 el gen cloranfenicol acetil transferasa (cat).

Como se ha descrito anteriormente, E. aerogenes posee un operén que codifica para una
[Ni-Fe]-hidrogenasa perteneciente a la clase 4 (Hyd-3). Por lo que con el objetivo de generar
un fondo genético que permitiera estudiar la generacién de bioH, por parte de la hidrogenasa
hipotética (Hyd-3 independiente) y no por la accién de la ya descrita hidrogenasa Hyd-3, se
generaron partidores para realizar una mutacién por intercambio alélico Red-Swap para producir
una delecién de gran parte del operén, correspondiente a los genes hycBCDEFG (Figura 4.10).

Los productos de estos genes, junto con FdhF, forman parte del complejo proteico unido a la
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membrana plasmatica (FHL) (Figura 1.2), los que son necesarios para la generacién de bioHs.

(a) (b)

1kb

E. aerogenes 2F
/ \ Plus 9
DNA
| ladder WT [MJ-02|MJ-03| C(-)
|

—_—

Tst-hyc_D ~ 6, 3 Kp b Tst-hyc_R
l 2000 pb —
" 1650 Bb —
M3-02 —Jie)-E-< cat - EEbf@— 1000 pb —
-~ - 500 pb —
Tst-hyc_D N]‘ Kpb Tst-hyc_R 400 pb

MJ-03 e~ -yt et —
L 1

Tst-hyc_D Tst-hyc_R

~400 pb

Figura 4.10: Representacién de la confirmaciéon de la mutacién del operéon de la hidrogenasa-3
por intercambio alélico Red-Swap (cepa MJ-02b). (a). Representacion grafica con los genes que
componen el operén hyc, los genes que participan en la formacion del complejo proteico unido a
la membrana son los que fueron eliminados (hycBCDEFG), los que no participan se encuentran
en color gris y se dejaron en esta nueva construccion (hycAHI). Ademéas se muestran los tamanos
esperados para cada una de las construcciones con la combinacién de partidores Tst-hyc D y Tst-

hyc_R. Por otro lado en (b), se muestra las confirmaciones de la mutacion por amplificaciones de
PCR.

Para generar esta mutacion, se utilizaron los partidores WhycBG-D y WhycBG-R los cuales
hibridan en la region interna del gel hycB y gen hycG, respectivamente. El uso de estos partidores,
genera la eliminaciéon de una regién de mas de ~6300 pb dentro del operén hycABCDEFGHI,
el cual es intercambiado por el cassette de resistencia a cloranfenicol (gen cat ~1100 pb). Para
minimizar las posibilidades de que un fenotipo determinado se deba a alteraciones cromosomales
debido a la presencia del sistema Red codificado por el plasmido auxiliar pKD46, y no al operén

de estudio, se movieron todas las mutaciones que involucraran el uso de este plasmido a un fondo
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genético limpio. Para ello, una vez obtenida la mutante E. aerogenes 2F Ahyc-3::cat (MJ-02)
mediante el intercambio alélico por Red-Swap, se realizé un retrocruce (back-cross) sobre una
cepa E. aerogenes 2F silvestre. Este procedimiento se llevé a cabo segin el esquema resumido en
la Figura 4.9. El resultado final fue la cepa mutante E. aerogenes 2F Ahyc-3::cat retrocruzada
(MJ-02b). Ademas se eliminé el cassette de resistencia para dejar una cicatriz FRT (cepa MJ-03),
de manera que esta variante pueda ser utilizada como fondo genético para producir otras cepas
mutantes. Todas las mutaciones fueron comprobadas por PCR, utilizando en este caso, la mezcla
de partidores Tst-hyc D y Tst-hyc R, los cuales hibridan por fuera del cassette de resistencia
insertado (Figura 4.10).

Una vez generada la cepa E. aerogenes 2F Ahyc-3::cat (MJ-02b), se decidié6 aumentar la
concentraciéon de NADH intracelular para estimular la generacién de bioH, por via dependiente
de NADH [35, 49, 50, 51]. Esta via posee un gran potencial biotecnolégico, debido a que tiene

un rendimiento teérico de 4 moles de H, por mol de glucosa.

Para aumentar los niveles intracelulares de NADH, se utiliz6 como estrategia la eliminacion
de vias metabdlicas que utilizan intermediarios reducidos. En la Tabla 4.6 se pueden observar los
genes seleccionados cuya eliminacién se ha demostrado que aumenta los niveles de intermediarios
reducidos [98] 3.

Tabla 4.6: Genes de interés cuya delecion genera un aumento en la concentracion de NADH

Gen EC N° Reaccion
EAE_ 10675 (arcA) - ArcA+ArcBPNis292 s ArcAPasP54 4 ArcB
EAE_ 24405 (nuoG) | 1.6.5.3 | NADH+ubiquinona+5 H™ < NAD"+ubiquinol+4 H*
EAE_ 16455 (hdh) | 1.6.99.3 | NADH+ubiquinona+H™ — NAD"+ubiquinol
EAE 20575 (IdhA) | 1.1.1.28 | Piruvato+NADH+H" — (R)-Lactato+NAD™
EAE 23820 (dld) 1.1.1.28 | (R)-Lactato+ubiquinona — Piruvato+ubiquinol
EAE 16895 (adhE) | 1.1.1.1 | Acetaldehido+NADH — Etanol+NAD"+CoA

Se ha descrito que en anaerobiosis que la mayor cantidad del NADH generado por la glicélisis

es consumido para generar lactato por la enzima LdhA [99]. Esta enzima es llamada lactato

3Si bien la Tabla 4.6 muestra los genes seleccionados, no todas las mutaciones se lograron (posiblemente
por polimorfismos de secuencia que impidieron la correcta hibridacién de los partidores de la técnica de

mutacion.)
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deshidrogenasa A y es una proteina soluble dependiente de NADH que se encuentra presente en
el citoplasma y es especifica para la produccién de D-lactato. Esta enzima, ademas, es el principal
blanco de mutaciones en ingenieria metabdlica para eliminar la produccién de metabolitos no
deseados [99]. Para generar la mutacién en el gen IdhA, se utilizaron los partidores WIdhA F 'y
WIdhA R, que hibridan en una regién interna del gen IdhA. La utilizacién de estos partidores
generan la eliminacién de una region de ~800 pb y la insercion del cassette de resistencia a
cloranfenicol (~1100 pb), lo que deja esta construccién con un tamafio esperado de ~2200 pb
(Figura 4.11 (a)). En la Figura 4.11 (b) se observa la confirmacién por amplificacién de PCR de
la mutacién (cepa MJ-04).

(a) (b)
= =
Ar &£ cat g 1kb E. aerogenes 2F
Plus
. DNA
_X ladder WT |[MJ-04 |MJ-05]| C(-)
l I |
Tst_l?lA.F ~2 Kpb Tst_ElA.R
2000 pb
MJ-04 | 7650 pb
> 1000 pb
_ E =
- - cat - @A 00 ob
l |
Tst_Ile.F ~2.2 Kpb Tst_EuA.R
MJ-05 —
A e — -

| |
-~

—
Tst_idnar ~1 Kpb Tst_IdhA.R

Figura 4.11: Representacion de la confirmacion de la mutacion del gen IdhA por intercambio
alélico Red-swap (cepa MJ-04b). (a). Representacion grafica con los tamanos esperados para cada
una de las construcciones con la combinacién de partidores Tst-ldhA D y Tst-ldhA R. Por otro

lado en (b), se muestra las confirmaciones de la mutacion por amplificaciones de PCR.

Una vez obtenida la variante defectuosa en el gen IdhA se midi6 la concentracion de NADH

y de NAD™ de acuerdo a lo indicado en los Materiales y Métodos (Seccién 3.3.11). La Figura
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4.12 muestra el cociente de NADH sobre NAD™, como comparacién en esta figura se muestra el
cociente NADH/NAD™ de la cepa parental E. aerogenes 2F y la nueva variante MJ-04 defectuosa
en el gen IdhA (cuyos valores son 1.01 y 1.89 unidades respectivamente). Estos resultados sugieren
que la eliminacion del gen IdhA eleva los niveles de NADH intracelulares en comparacion a la cepa
parental. Para mayor detalle de las concentraciones de cada metabolito y del total de NAD(H/T),

ver Figura B.1 en el Anexo B.

2.5+
. 201 _T_ Figura 4.12: Cociente NADH/NAD™ para la
9( 15 cepa MJ-04. Esta figura muestra la razén en-
% ' tre el NADH y NAD™ intracelular para la cepa
9( 1.0 parental F. aerogenes 2F y la cepa mutante MJ-
Z 0.5 04. El incremento en los niveles intracelulares de
] NADH en la cepa MJ-04 fueron estadisticamen-
0.0 o ' te significativos (* P < 0.05). n=3
E. aerogenes 2F MJ-04
(IdhA")

Junto con LdhA, se propuso la eliminacién de la D-Lactato deshidrogenasa (DId) que es una
deshidrogenasa dependiente de FAD unida a la membrana. Para generar la mutacién en el gen
dld, se utilizaron los partidores Wdld F y Wdld R. Estos hibridan en una regién interna del gen,
lo que produce la eliminacién de ~1700 pb, generando un tamafio esperado de ~2,2 Kpb (Figura
4.13 (a)). En la Figura 4.13 (b) se ve la confirmacién por amplificaciones de PCR de la mutacién
en el gen dld, se puede observar el tamafio esperado para la cepa silvestre y el tamafio del gen

mutado en los clones 1, 2 'y 3 (cepa E. aerogenes 2F Adld::cat, MJ-06).
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—f&-  cat -E I— Pl E. aerogenes 2F
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L I
Tst_tTId.F Tst_EI.R 3000 pb
~2.7 Kpb 2000 pb
1650 pb
l 1000 pb
MJ-06
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L cat -z »—
L I
Tstj:l.F Tst_dT:l.R

~2.2 Kpb

Figura 4.13: Representacion de la confirmacién de la mutacion del gen dld por intercambio alélico
Red-swap (cepa MJ-06Db). (a). Representacion grafica con los tamanos esperados. (b) Confirmaciones

de la mutaciéon por amplificaciones de PCR.

Al igual que lo realizado con la variante MJ-04, se midieron las concentraciones intracelulares
de NAD(H/") para determinar el cociente entre ellos y demostrar que se genera una diferencia
entre la variante defectuosa en dld y la cepa parental E. aerogenes 2F (Figura 4.14). Esta figura
confirma que la delecién del gen dld (MJ-06) genera un aumento en la concentracién intracelular
de NADH en comparacién a la cepa parental. Para mayor detalle de las concentraciones de cada
metabolito y del total de NAD(H/™), ver Figura B.1 en el Anexo B

1.5+ *
' Figura 4.14: Cociente NADH/NAD™ para la
+ -
9( 1.0 e cepa MJ-06. Esta figura muestra la razén en-
% : tre el NADH y NAD™ intracelular para la cepa
9‘: 0.5- : parental E. aerogenes 2F y la cepa mutante MJ-
= 5 06. El incremento en los niveles intracelulares de
: NADH en la cepa MJ-04 fueron estadisticamen-
0.0 ' te significativos (* P < 0.05). n =3
E. aerogenes 2F MJ-06
(did")

La generacion de las mutaciones simples en los genes IdhA y dld permitird determinar el
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efecto que tienen en la produccién global de bioH,. Por otro lado, para determinar el efecto
que tienen estos dos genes defectuosos por separado sobre la produccién de hidrégeno por la
via del NADH (Hyd-3 independiente) se generaron dobles mutantes sobre un fondo genético
carente de la hidrogenasa-3 (Hyd-3, cepa MJ-03) de acuerdo al protocolo descrito en Materiales
y Métodos (Seccién 3.3.10.5). Como se sefialé anteriormente y de acuerdo a la descripcién de
los Materiales y Métodos se generé variantes con mutaciones dobles, de esta forma se originé la
cepa E. aerogenes 2F Ahyc-3::FRT AldhA::cat (MJ-12) (Figura 4.15) y la cepa E. aerogenes
2F Ahyc-3::FRT Adld::cat (MJ-11) (Figura 4.16). Para esto, se utiliz6 como célula receptora
la cepa MJ-03 que carece de los genes necesarios para la formacién de la hidrogenasa-3 (Hyd-3)
y en cuyo lugar se encuentra una cicatriz FRT. En esta cepa se introdujeron por separado las
mutaciones simples AldhA::cat y Adld::cat, provenientes de las mutantes simples MJ-04b y MJ-
06b respectivamente. En las Figuras 4.15 y 4.16 se muestra la confirmacién de las mutaciones.
Para el caso de la cepa MJ-12 (Figura 4.15) se observan clones positivos para 4 de los 5 (clon
1, 2, 3y 4). Por otro lado, para la cepa MJ-11 (Figura 4.16), se distingue que los dos clones

analizados resultaron positivos.
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(a)
| | | |
Tst-hyc_D ~6,3 Kpb Tst-hyc_R Tst_IdhA.F ~2 Kpb Tst_IdhA.R
(b)
J—-.E.-— J—--E cat - AN -
L | |
Tst-hyS ;-hyc_R Tst_E\hA.F Tst_E\A.R
~400 pb ~2.2 Kpb
(c)
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DNA Clon | Clon | Clon | Clon | Clon Clon | Clon | Clon | Clon | Clon DNA
ladder | WT | 1 2 | 3| 4 | 5 |[COfWT Ty 2 | 3 | 4 | 5 [ €O |iadder

Figura 4.15: Representacion de la confirmacion de la doble mutante en el operén hyd-3 y el gen
ldhA por intercambio alélico Red-swap (cepa MJ-12). (a). Representacion grafica de los tamanos
esperados para la cepa parental E. aerogenes 2F (WT). En (b) se muestra la representacion grafica
con los tamanos esperados para cada una de las construcciones con la combinacién de partidores Tst-
hyc D, Tst-hyc Ry Tst-ldhA D, Tst-ldhA R. Por otro lado en (c), se muestra las confirmaciones

de la mutacién por amplificaciones de PCR.
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(a)
L | l_\ v|
Tst-hyc_D ~6,3 Kpb Tst-hyc R Tst_dId.F ~2.7 Kpb Tst_did.R
(b) —
J—-' -y hyer — Ly car )
| I | |
Tst-hyc_D Tst-hyc_R T st_dTl. F Ts t_dT:l. R
~400 pb ~2.2 Kpb
(c)
1kb - - 1kb
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1000 pb

500 pb
400 pb

Figura 4.16: Representacion de la confirmaciéon de la doble mutante en el operén hyd-3 y el gen
dld por intercambio alélico Red-swap (cepa MJ-11). (a). Representacion grafica de los tamanos
esperados para la cepa silvestre F. aerogenes. En (b) se muestra la representacion grafica con los
tamafnos esperados para cada una de las construcciones con la combinaciéon de partidores Tst-
hyc D, Tst-hyc_ R y Tst-dld D, Tst-dld R. Por otro lado en (c), se muestra las confirmaciones

de la mutaciéon por amplificaciones de PCR.

Una vez generadas estas mutaciones dobles con fondo genético hyd-3~ se les midi6 la concen-
tracion de NADH y NAD™ para determinar si estas poseen diferencias con la cepa parental, las
cuales se verian reflejadas en diferencias en los patrones de produccién de bioH,. La Figura 4.17
muestra los cocientes entre NADH y NAD™ para las variantes MJ-12 (hyd-3~ IdhA~) y MJ-11
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(hyd-3~ dld~). Estas dobles mutantes muestran un leve aumento en los niveles intracelulares de
NADH en comparacién a la cepa parental, siendo estos estadisticamente significativos para las
variantes MJ-02 y MJ-12 (P < 0.05). Los valores corresponden a 1.01, 1.16, 1.16 y 1.14, para
la cepa parental, y variantes MJ-02, MJ-12 y MJ-11 respectivamente. Para mayor detalle de las
concentraciones de cada metabolito y del total de NAD(H/*), ver Figura Anexa B.2.

1.5+
Figura 4.17: Cociente NADH/NAD™"

para las variantes MJ-12 y MJ-11. Esta

-
o
|

figura muestra la razoén entre el NADH

y NAD™ intracelular para la cepa pa-

rental E. aerogenes 2F, la variante MJ-
12 (hyd-3~ ldhA™) y la variante MJ-11
(hyd-3= dld™). Solo las cepas MJ-02

y MJ-12 posee diferencias significativas

NADH/NAD*

o
T

N\

0.0

.I = | I
E. aerogenes 2F  MJ-02 MJ-12 MJ-11 con la cepa parental (P < 0.05). n =3
(hyd-3") (hyd-3" IdhA") (hyd-3 dlid")

Para determinar el efecto de estas dos mutaciones en conjunto sobre la produccién global
de bioH, se gener6 la mutante E. aerogenes Adld::FRT AldhA::cat (Figura 4.18). Para esto se
eliminé el cassette de resistencia a cloranfenicol desde la variante MJ-06 (Adld::cat) generando
la variante E. aerogenes Adld::FRT (MJ-07). La variante anteriormente obtenida fue utilizada
como fondo genético para introducir la construccién IdhA::cat proveniente de la variante MJ-04b
(IdhA~). En la Figura 4.18 se puede observar la obtencién de sélo un clon con las construcciones

buscadas (clon 1).
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(a)
= =2 |
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(b) —
| | | |
Tstjj. F Tst_dTi .R Tst_lj\A. F Tst_EA. R
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(c)
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Figura 4.18: Representacion de la confirmacién de la doble mutante en los genes IdhA 'y did
por intercambio alélico Red-swap (variante MJ-09b). (a). Representacion grafica de los tamanos
esperados para la cepa parental FE. aerogenes 2F (WT). En (b) se muestra la representacion grafica
con los los tamarios esperados para cada una de las construcciones con la combinaciéon de partidores
Tst-hyc D, Tst-hyc Ry Tst-dld D, Tst-dld _R. Por otro lado en (c), se muestra las confirmaciones

de la mutaciéon por amplificaciones de PCR.

Una vez generada la variante deficiente en los genes Idha y dld (variante MJ-09), se le midi6
la concentracién intracelular de NADH (Figura 4.19), Los resultados demuestran que la doble
mutacién (en los genes IdhA y dld) producen un aumento significativo en los niveles intracelulares

de NADH (P < 0.05), en comparacién a la cepa parental (1.01 y 1.79, cepa parental E. aerogenes
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2F y MJ-09 respectivamente). Al comparar estos resultados con los cocientes encontrados para
las variantes con sus mutaciones simples correspondientes 1.89 y 1.34 (MJ-04, Figura 4.12 y
MJ-06 Figura 4.14, respectivamente), se observa que se obtienen valores similares a la mutante
simple IdhA~ (sin diferencias estadisticas entre ellos). Se observa ademas que el valor de la doble
mutante MJ-09 (/dhA~ dld~) es mayor que la variante MJ-06 (dld—, P < 0.05).

2.0 *
oo Figura 4.19: Cociente NADH/NAD™ para la

variante MJ-09. Esta figura muestra la razon en-

tre el NADH y NAD™ intracelular para la cepa

-
(3]
1

parental E. aerogenes 2F y la mutante MJ-09

NADH/NAD*
5

(IdhA~ dld™). El incremento en los niveles in-

tracelulares de NADH en la variante MJ-09 fue-

©
(3.}
1

ron estadisticamente significativos (* P < 0.05).

E. aerogenes 2F MJ-09 n=3
(did™ IdhA™)

°
=)

Para determinar el efecto que las mutaciones en los genes IdhA'y dld tienen sobre la produccion
de bioH, llevada a cabo por hidrogenasa Hyd-3 independiente, se generé una triple mutante.
Para la generacién de esta variante, se tomé la mutante MJ-12 (2F Ahyc::FRT AldhA::cat)
y se le eliminé el cassette de resistencia a cloranfenicol (2F Ahyc::FRT AldhA::FRT, variante
MJ-13). La mutante asi generada se utilizé6 como fondo genético para introducir la construccién
Adld::cat proveniente de la variante MJ-06b generando de esta forma la mutante E. aerogenes 2F
Ahyc::FRT AldhA::FRT Adld::cat (MJ-14). La Figura 4.20 muestra la confirmacién de la cepa
mutante MJ-14. Debido a que las cepas utilizadas tanto como fondo genético (cepa receptora)
y como cepa dadora fueron las construcciones ya confirmados, se decidi6 no agregar la cepa
parental, y sélo buscar los tamafios esperados para cada uno de estas construcciones. En esta
figura se puede observar que en dos de los tres clones analizados se obtienen abundantes bandas

con los tamafios deseados para cada una de las combinaciones de partidores.
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Figura 4.20: Confirmacion de la triple mutante en el operén hyd-3, el gen IdhA y el gen did por
intercambio alélico Red-swap (variante MJ-14). En (a) se muestra la representacion grafica con
los tamanos esperados para cada una de las construcciones con la combinacién de partidores Tst-
hyc D, Tst-hyc R; Tst-ldhA D, Tst-ldhA R y Tst-dld D, Tst-dld _R. Por otro lado en (b), se

muestra las confirmaciones de la mutacién por amplificaciones de PCR.

Al igual que a las variantes anteriores, se determiné el cociente entre las concentraciones de
NADH y NAD* (para mayor detalle sobre estas concentraciones revisar Figura Anexa B.2). La
Figura 4.21 muestra el cociente para la variante MJ-14 (hyd-3~ IdhA~ dld~) y la cepa parental
como control. En esta figura se puede observar que existe una pequeiia diferencia significativa en
el cociente de estas dos cepas debido a un aumento significativo de la concentracién de NADH en
la variante MJ-14 (1.01 y 1.16 para la cepa parental y MJ-14 respectivamente), confirmando que

la ausencia del operén Hyd-3, junto con la falta de los genes IdhA y dld producen un aumento
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en la concentracién de NADH. La Tabla 4.7, muestra todos los valores de la razén entre NADH

y NAD™ para cada una de las variantes generadas en este trabajo.

1.5-
* Figura 4.21: Cociente NADH/NAD™ para la

e 10l m variante MJ-14. Esta figura muestra la razon en-
<ZE % tre el NADH y NAD™ intracelular para la cepa
E parental E. aerogenes 2F y la mutante MJ-14
<ZE 0.5 (hyd-3= ldhA~ did~). El incremento en los ni-
veles intracelulares de NADH en la variante MJ-

0.0 . 14 fueron estadisticamente significativos (* P <

E. aerogenes 2F MI-14 0.05). n=3
(hyd-3" IdhA™ did")

Tabla 4.7: Tabla resumen de los valores intracelulares de NADH/NAD™ para todas las variantes.

En esta tabla se encuentran los genomas y la denominaciéon de cada variante. 2F es F. aerogenes

correspondiente al genotipo silvestre (WT).

hyd-3~
_ 2F  MJ-04b MJ-06b MJ-09 MJ-02 MJ-12 MJ-11 MJ-14
Cepa/Variante
ldhA~ ldhA~
Genotipo WT  ldhA=  (dld™) ldhA=  (dId™)
dld~ dld~

NADH/NAD* 1.01 1.89 1.34 1.79 1.16 1.16 1.14 1.16

4.4 Efecto que tienen las mutaciones en la produccién

biOHQ.

de

4.4.1 Efecto que tienen las mutaciones en la produccion de bioH, en medio rico LB.

Con el objetivo de estudiar cual es el efecto en la produccién de bioH, que tienen cada

una de las mutantes generadas anteriormente; eliminacién del operén hyc (hyd-37), eliminacién

de la lactato deshidrogenasa A (/dhA~) y la D-Lactato deshidrogenasa (dld™), se realizaron

fermentaciones de acuerdo a lo propuesto en Materiales y Métodos (Seccién 3.2.2). Como primera
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aproximacion se realizaron cultivos en medio rico. Para esto, se llevaron a cabo fermentaciones en
medio LB agregando cultivos de E. aerogenes 2F en estado logaritmico de tal forma de empezar
los cultivos con la misma densidad celular. Estos cultivos fueron monitoreados continuamente
durante el periodo de fermentacién. Durante este tiempo, se tomaron muestras liquidas para
determinar el pH y la densidad celular. Por otro lado, el gas generado fue colectado y medido
continuamente a través del sistema de desplazamiento de una columna de agua. La composicién
del gas se caracteriz6 en un cromatégrafo de gases de acuerdo a lo planteado en Materiales y
Métodos (Seccién 3.3.16). En relacién a la forma de presentar los resultados estos se separaron
en la produccion global, que corresponde a la generacion de bioH, en las cepas que poseen la
hidrogenasa-3 (Cepa parental, MJ-04b, MJ-06b y MJ-09), y la produccion Hyd-3 independiente,
que es independiente de la via del formato y que corresponde a las variantes carentes de la
hidrogenasa-3 (MJ-02b, MJ-11, MJ-12 y MJ-14).
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4.41.1 Producciéon global de bioH, en medio rico.

Como primer acercamiento se analizé el efecto de las mutaciones en la produccion general
de bioH; (Figura 4.22). Esta figura muestra el crecimiento celular medido como ODgqq, se puede
observar que se tomaron muestras continuamente hasta el final de la fermentacién, punto donde
ya no existia crecimiento celular ni producciéon de gas. La cantidad de biomasa que se produce en
las diferentes cepas es similar entre si a lo largo de toda la fermentacién, no existiendo diferencias
significativas entre ellas (P <0.05), por lo que tanto las mutacién simples en los genes IdhA, dlid
y la doble mutante no tienen efecto en crecimiento celular en medio rico LB (Figura 4.22 (b), (c)

y (d) respectivamente).

La cantidad de gas por hora que se produce durante la fermentacién es similar en las cuatro
cepas, mostrando un aumento en el estado logaritmico tardio de la curva de crecimiento. En este
punto la variante MJ-06b (Figura 4.22 (c)) muestra una produccién de gas levente mayor, siendo
significativamente diferente sélo a la variante MJ-09 (cuadrados sin relleno en la Figura 4.22 (d),
P <0.05).

En el caso de la produccién de bioH,, este comienza a ser detectado en fase logaritmica
logrando un maximo en fase logaritmica tardia. El volumen de bioH, generado en cada medicion
se normalizé por el peso seco de bacterias y se asumieron condiciones ideales para la utilizacién

de la férmula de los gases ideales.

Como se mencioné anteriormente, la deteccién de bioH, comienza en fase logaritmica de
crecimiento, en esta etapa las variantes MJ-04b (/dhA~) y MJ-06b (dld~) [(Figura 4.22 (b) y
(c), respectivamente] presentan mayor produccién de bioH, en comparacién a la cepa parental y la
variante MJ-09 (dld~ IdhA~) (P <0.05). Por otro lado, si bien entre la variante MJ-04b (/dhA™)
y MJ-06b (dld~) no existen diferencias significativas en este punto, se aprecia que la variante
MJ-06b (dld~) (Figura 4.22 (c) y Tabla 4.8) presenta la tendencia a una mayor produccién de
bioH,.
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Figura 4.22: Efecto en la producciéon global de bioH; en medio LB. Se muestra la grafica de
la fermentacion realizada en medio LB. Durante el tiempo de fermentacién se tomaron muestras
liquidas para medir la densidad optica del cultivo (circulos grises), se midi6 el gas generado por
hora (cuadrados blancos) y se caracterizo el gas que se generaba en un cromatografo de gases
para determinar la cantidad de bioHy que se producia. La concentracién de bioH, se encuentra
expresado en mmoles de Hy por gramo de peso seco de bacterias o células (g Eéllulas) por hora

(triangulos negros).
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En la fase logaritmica tardia se obtiene un maximo de produccién de bioH,. Las cepas que
tiene mayor produccién de bioH, es la variante MJ-06b (d/d~), seguida de la cepa parental (sin
tener diferencias estadisticamente significativas). Por otro lado, la modificacién en el gen /dhA
no genera diferencias con la cepa parental (P <0.05). Asi mismo, al comparar las dos mutantes
simples, la produccién de bioH, de la variante MJ-06b (dld~) es estadisticamente mayor que
la variante MJ-04b (/dhA~). El caso contrario ocurre con la variante MJ-09 (/dhA~ dld~) que
presenta la menor produccién de bioH, (Tabla 4.8). Estos resultados sugieren que cuando E.
aerogenes se encuentra en medio LB, el posible aumento en otro intermediario reducido diferente
a NADH, es preponderante en el aumento de la actividad hidrogenasa. Por otro lado, la presencia
de las dos mutaciones (/dhA~ dld~, variante MJ-09) posiblemente genera niveles suficientemente
elevados de NADH como para inhibir de forma alostérica la actividad de las pocas enzimas
del ciclo del acido tricarboxilico que se encuentran funcionales en condiciones anaerébicas [98],

produciendo en consecuencia una menor produccién de bioH,.

Tabla 4.8: Produccién global de bioH; en fase logaritmica en medio LB. Se muestran los valores
obtenidos de la fermentacién en medio LB. Estos valores fueron utilizados para la generaciéon de

los graficos de la Figura 4.22. Representacion de esta tabla en la Figura Anexa B.3.

_ Fase de crecimiento
Cepa (Genotipo)

Logaritmica  Logaritmica tardia

E. aerogenes 2F 0.46 £ 0.00 149 + 0.34
MJ-04b (IdhA™) 0.79 + 0.19 1.36 £ 0.15
MJ-06b (dld™) 1.03 £ 0.18 1.77 £ 0.22

MJ-09 (dld~ IdhA=) 0.52 = 0.00 0.81 + 0.07

Las unidades corresponden a mmol Hy g Eéllulas h—1. n=3
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4.41.2 Produccion de bioH; por parte de la hidrogenasa Hyd-3 independiente en medio rico
LB.

Con el objetivo de estudiar la existencia de la hidrogenasa Hyd-3 independiente, primero se
realizaron fermentaciones con la variante carente de la hidrogenasa-3 (MJ-02b) y la cepa parental,
para luego analizar la eliminacién de IdhA y dld y su efecto en la produccién de bioH; en las

cepas carentes de Hyd-3.

En la (Figura 4.23) se muestra la comparacion entre la cepa parental E. aerogenes 2F y la
variante MJ-02b (hyd-37). En esta figura se puede observar que en medio rico la eliminacién
del operén hyc-3 no produce cambios en el crecimiento en comparacién a la cepa parental. El
cambio que se producen con la eliminacién de Hyd-3 es la disminucién drastica en la produccién
de gas (aproximadamente 1 mL h™!), junto con una disminucién de bioH, (cerca de 30 veces
menos que la cepa parental). Cabe destacar que ain en la ausencia de Hyd-3, la variante MJ-02
es capaz de generar bioH,. Estos resultados sugieren la presencia de una hidrogenasa distinta a

Hyd-3 que es capaz de tener actividad en las condiciones estudiadas.

Para analizar el efecto que tienen la eliminacion de los genes IdhA y dld en las variantes
hyd-3~, se realizaron fermentaciones con las mutantes MJ-02b, MJ-11, MJ-12 y MJ-14 (Figura
4.24). En esta figura se puede observar que las cepas no muestran diferencias significativas en su
crecimiento, el cual ademas es igual a la cepa silvestre, y las variantes MJ-04b, MJ-06b y MJ-09
(P <0.05) (Figura 4.22). En cuanto a la cantidad de gas generado por hora, todas las cepas
mostraron una mayor produccién cerca de las dos horas de cultivo, manteniéndose una limitada
produccién desde ese punto (aproximadamente 1 mL h™! ). La variante MJ-14 mostré una mayor
produccién de gas a las dos horas (8.97 mL h™!, P <0.05) en comparacién a las variantes MJ-02b
(hyd-37) (6.97 mL h™!), MJ-12 (hyd-3~ IdhA™) (6.93 mL h™') y MJ-11 (hyd-3~ dld~) (6.86

mL h™1) , las cuales no tuvieron diferencias significativas entre ellas.
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Figura 4.23: Efecto de la eliminaciéon de Hyd-3 en la producciéon de bioHz en medio LB. Se
muestra la gréafica de la fermentacion realizada en medio LB. La concentraciéon de bioHs se encuentra

expresado en mmoles de Hy por gramo de peso seco de bacterias (g Eéllulas) por hora.

La produccién de bioH, de estas cepas se comienza a detectar en la fase logaritmica con un
rendimiento mucho menor que la cepa silvestre, y las variantes MJ-04b, MJ-06b y MJ-09 (Figura
4.22). En este caso se producen bioH, en el orden de los umoles de Hy ¢ ... En el punto de
mayor produccién (fase logaritmica), las variantes MJ-02b, MJ-11 y MJ-14 presentan valores
similares en la cantidad de bioH, por hora (Figura 4.22 (a), (c) y (d), respectivamente), estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas (P <0.05). En el caso de la variante MJ-12

(Figura 4.24 (b)) esta presenta una menor produccién de bioH, en fase logaritmica (P <0.05),
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en cambio esta variante tiene un punto de mayor produccién en estado estacionario cerca de las 6
horas de cultivo. Esta produccién en estado estacionario no presenta diferencias con la produccién
de la variante MJ-02b a las mismas 6 horas de cultivo (P <0.05) (Figura 4.24 y Tabla 4.9).

(a) (b)
1.0- MJ-02b (hyd-3°) MJ-12 (hyd-37IdhA7) 50 80
0.8 40 <
g) 60 3
s 0.6+ r30 @ =
R 3 408
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(c) (d)
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Figura 4.24: Efecto de la hidrogenasa Hyd-3 independiente en la producciéon de bioHs en medio
LB. Se muestra la grafica de la fermentacion realizada en medio LB. Los circulos grises muestran
densidad optica del cultivo, los cuadrados blancos es el gas generado por hora y los tridngulos
negros muestran la cantidad de bioH; generado por hora. La concentracién de bioH; se encuentra

expresado en mmoles de Hy por gramo de peso seco de bacterias (g Eéllulas) por hora.

84

b



4.4. PRODUCCION DE BIOH, CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

Estos resultados sugieren la presencia de una hidrogenasa Hyd-3 independiente que es capaz
de producir bioH; en las condiciones estudiadas. En relacién al efecto que tiene la eliminacién
de los genes IdhA y dld en la produccién de bioH,, se desprende que ambos genes afectan la
produccion de forma negativa. En el caso de la eliminacién de dld (variantes MJ-11 y MJ-14) Ia
produccién de bioH, es afectada durante las etapas logaritmica tardia y estacionaria. En cambio, la
eliminacion de /dhA (variante MJ-12) afecta negativamente la produccién en la etapa logaritmica

y logaritmica tardia.

Tabla 4.9: Producciéon de bioH; por la hidrogenasa Hyd-3 independiente en medio LB fondo
genético hyd-3~. Estos valores fueron utilizados para la generaciéon de los graficos de la Figura 4.22.

Representacion grafica de esta tabla en la Figura Anexa B.4.

Fase de crecimiento

Cepa

Logaritmica  Logaritmica tardia  Estacionaria
MJ-02b (hyc-37) 58.11 + 15.71 4423 + 12.22 33.04 £+ 0.00
MJ-12 (hyc-3~ IdhA™) 8.16 £+ 0.00 0.00 £ 0.00 28.89 £+ 0.36
MJ-11 (hyc-3~ dld™) 50.99 + 16.57 0.00 £ 0.00 1,99 + 0,39

MJ-14 (hyc-3~ dld~ IdhA™) 45.71 + 22,09 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00

Las unidades corresponden a umol Hy g cZ,..c h™. n=3

4.4.1.3 Efecto de las mutaciones en el metabolismo central de E. aerogenes en medio rico LB

Cuando las células se encuentran en condiciones anaerébicas y privadas de un aceptor de
electrones ex6geno, comienzan a producir la oxidacién parcial de las fuentes de carbono presentes
en el medio. El fenémeno anterior se denomina fermentacién, y como resultado las células liberan
diferentes productos al medio resultando en una mezcla de acidos como lactato, acetato, formato,
etanol, succinato, entre otros [100]. Cuando los niveles de formato extracelular alcanzan un nivel
critico y el pH disminuye, el formato es transportado de vuelta al citoplasma celular donde el
complejo unido a la membrana (Formato Hidrégeno Liasa - FHL), es capaz de desprotonar este

formato para producir CO, y H, [101].
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Al analizar el efecto que tienen las mutaciones estudiadas en el pH de la muestra (Figura 4.25),
se puede observar por un lado que las cepas utilizadas para el estudio del efecto en la produccién
global de bioH; (cepa parental, MJ-04b, MJ-06b y MJ-09) no presentan grandes variaciones de
pH en el transcurso de la fermentacion, manteniéndose en el orden de un pH 6.7 . En cambio las
cepas utilizadas para el estudio de la hidrogenasa Hyd-3 independiente (cepas MJ-02b, MJ-11,
MJ-12 y MJ-14) presentan una disminucién paulatina en el pH hasta llegar a un pH 6.2. Estos
resultados se pueden explicar debido a la internalizacién del formato y su consiguiente oxidacién.
Esto genera productos finales volatiles que permiten una continua oxidacién de formato, ayudando
finalmente a controlar el pH. Este efecto que se ve en las cepas que poseen el complejo FHL
unido a la membrana (cepa parental, MJ-04b, MJ-06b y MJ-09).

0.8- -7.0 -l E. aerogenes 2F WT
—— MJ-06b (dld”)
= | 6.8 —— MJ-04b (/dhA”)
0.6 -~ MJ-09 (dld” IdhA™)
S - 6.6
© e ..
a 0.4+ I -@ Crecimiento celular ODsoo
o N - 6.4
0.2- 6.2 M3J-02b (hyd-37)
. Ml-11 (hyd-37dld")
MJ-12 (hyd-37IdhA™)
0.0- - 6.0 MI-14 (hyd-37dld™ IdhA™)

o 1 2 3 4 5 6 7T
Tiempo (h)

Figura 4.25: Efecto de las mutaciones en la variaciéon de pH en medio LB. Durante el tiempo de
fermentacion se tomo muestras liquidas para medir la densidad 6ptica del cultivo (circulos grises) y
determinar el pH (figuras grises oscuras y claras). Debido a que no existen diferencias significativas
en el crecimiento entre las cepas, se grafico s6lo una representativa. Las cepas utilizadas para
estudiar el efecto en la producciéon global de bioHy se muestran en gris oscuro y se encuentran en
la parte superior del grafico. Por otro lado, las cepas con el fondo genético hyd-3~, para estudiar el
efecto de la hidrogenasa Hyd-3 independiente en la produccién de bioHs, se muestran en gris claro

y se encuentran en la parte inferior del grafico. n=3.
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Por otro lado, se analizé la concentracién de metabolitos cuya formacién ocurre en procesos
fermentativos como etanol, formato, acetato, lactato y succinato. La concentracién de estos se
analizé en los puntos cercanos a la mayor produccién de bioH, (Figura 4.26 y Figura 4.27).
Para esto se tomaron muestras liquidas de los cultivos y se analizaron a través de HPLC de
acuerdo a lo expuesto en Materiales y Métodos Seccion 3.3.15. En las Figura 4.26 y Figura 4.27
se muestran las curvas de crecimiento y la produccién de bioH, mostrados con anterioridad para
exponer el comportamiento que presentan los metabolitos analizados. Se puede observar que el
peak en la generacion de bioH, se ve acompafiada de una disminucién en la cantidad de formato
en las variantes que poseen intacta la via de utilizacién de formato para producir bioH, (cepa
parental y variantes MJ-04b, MJ-06b, MJ-09 - Figura 4.26 circulos verdes). Ademas se observa
que el metabolito con mayor presencia es el acetato, siendo esta produccién mayor en las cepas,
MJ-4b (IdhA~), MJ-6b (dld—) y MJ-09 (dld= IdhA~) (P < 0.05) (Figura 4.26 (b), (c) y (d)
respectivamente) logrando un méaximo en estado estacionario. Ademas, las cepas carentes del gen
IdhA (MJ-4b y MJ-09) presentan una pequefia produccién de lactato siendo significativamente
menor a las cepas parental y MJ-6b (dld~) (P < 0.05) (Figura 4.26 y Tabla 4.10). Por otro lado,
también se observa la produccion de etanol, el cual es otro de los mayores productos metabdlicos

secundarios en las fermentaciones.

Al analizar los metabolitos en las cepas con el fondo genético carente de la hidrogenasa-3
(Figura 4.27), se puede ver que la pequefia produccién de bioH, que se observa en estas variantes
no se ve acompafiada de una disminucién en la cantidad de formato. Por otro lado, en estas
cepas se produce una mayor produccién de acetato en comparacion a sus cepas parentales (Figura
4.26). Esta produccién de acetato aumenta en fase logaritmica logrando un maximo al comienzo
del estado estacionario, punto en el cual experimenta una disminucién en su concentracion. Al
comienzo del estado estacionario, ademas de existir una disminucién en la cantidad de acetato,
ocurre una disminucién en la concentracién de formato y succinato, dando lugar a un aumento
significativo en la cantidad de etanol (cuadrados naranjos). El aumento en la concentracién de
etanol se ve incrementado en las cepas MJ-12, MJ-11 y MJ-14, obteniendo concentraciones de
~12, ~25y ~12 mM de etanol (Figura 4.27 (b), (c) y (d) respectivamente).
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Figura 4.26: Productos metabélicos de la fermentacién en medio LB con las cepas para el estudio
de la produccién global de bioHy. Durante la fermentacion se tomaron muestras liquidas las que
fueron analizadas a través de HPLC. Las muestras corresponden a los productos metabélicos en
las cercanias del punto con mayor produccién de bioH,. Tanto la curva de crecimiento como la
produccion de bioHs son las mismas de la Figuras 4.22 y fueron agregadas s6lo como referencia.
En la parte central de la figura se encuentra la notaciéon para cada uno de los metabolitos cuya

concentraciéon se encuentra expresada en mM de metabolito. n=3.
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Figura 4.27: Productos metabolicos de la fermentacion en medio LB con las cepas con fondo

genético hyd-3~. Durante la fermentacién se tomaron muestras liquidas las que fueron analizadas a

través de HPLC (high-performance liquid chromatography). Las muestras analizadas corresponden

a los productos metabdlicos en las cercanias del punto con mayor produccién de bioH,. Tanto la

curva de crecimiento como la producciéon de bioH; son las mismas de la Figuras 4.24 y fueron

agregadas como referencia. En la parte central de la figura se encuentra la notaciéon para cada uno

de los metabolitos cuya concentracién se encuentra expresada en mM de metabolito. n=3.
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En la Tabla 4.10 se muestran los mayores valores encontrados para los metabolitos analizados.
Para el caso de succinato, las cepas con el fondo genético hyd-3~ no poseen diferencias estadisti-
camente significativas entre ellas (P < 0.05), presentando ademas mayores concentraciones que
sus cepas parentales (E. aerogenes 2F, MJ-04b, MJ-06b y MJ-09). Para el caso de lactato, la cepa
parental y las variantes MJ-06b y MJ-02b muestran las mayores concentraciones, presentando
alrededor de 5 veces mas que las mutantes /dhA (MJ-04b y MJ-09). En el caso de las variantes
con el fondo genético hyd-3~, la mutante MJ-02b es la que presenta las mayores concentraciones
de lactato, siendo estos parecidos a la cepa parental. Junto con lo anterior se puede observar que
los valores de lactato de la variante MJ-11 (hyd-3~ dld™) es menor que las variantes que tienen
sus mutaciones simples por separado (MJ-06b y MJ-02b,) por lo que en MJ-11 el flujo metabélico
fue dirigido a otro metabolito, generando en este caso una mayor produccién de etanol.

En el caso de formato, las variantes MJ-04b, MJ-06b y MJ-09 no presentan diferencias con la
cepa parental. Por otro lado, la variante MJ-09 posee una concentracién mayor que las variantes
MJ-04b y MJ-06b (que son las variantes que poseen las mutaciones de la mutante MJ-09 por
separado) (P < 0.05).

Por otro lado, las mutantes con el fondo genético hyd-3= (MJ-12, MJ-11 y MJ-14) poseen mayor
concentracién de formato que la variante MJ-02b, y entre ellas la mutante MJ-12 (hyc-3~ IdhA™)
posee la mayor concentraciéon (P < 0.05). En el caso de acetato, todas las variantes generadas
poseen valores mayores que la cepa parental, y las con mayores valores corresponden a las va-
riantes con fondo genético hyd-3~ sin presentar diferencias significativas entre ellas (P < 0.05).
Al analizar la concentracién de etanol, las mutantes con el fondo genético hyd-3~ son las que
poseen los mayores valores y entre estas es la variante MJ-11 la que posee la mayor produccién
de etanol, siendo esta 15.5 veces mas que la cepa parental y mas del doble que las siguientes

variantes con mayor produccién de (MJ-12 y MJ-14).

Los dos productos metabdlicos con mayor presencia corresponden a acetato y etanol, am-
bos generados a partir de piruvato y acetil-CoA, los cuales se ven fuertemente favorecidos al
eliminar las vias principales que utilizan piruvato como base. Estas corresponden a las vias para
el metabolismo del lactato (genes IdhA y did) y la via de utilizacién del formato (hyd-3). La
eliminacién de estos genes produce el aumento en los niveles de piruvato, formato y acetil-CoA
los cuales finalmente son utilizados para la produccion de acetato y etanol. Es por lo anterior que
las vias metabdlicas involucradas en la generacién de acetato y etanol son los principales blancos

de mutaciones para aumentar la produccién de metabolitos o proteinas de interés biotecnolégico
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Tabla 4.10: Comparacion en la produccion de metabolitos secundarios en la fermentacion en medio
LB.

. Productos finales (mM)
Cepas (Genotipo)

Succinato  Lactato Formato  Acetato Etanol
E. aerogenes 2F 07+01 16+01 32401 44+£07 17+0.1
MJ-04b (IdhA™) 09+00 03+01 30+£02 60+02 19401
MJ-06b (dld™) 09+01 15401 30+01 62+04 18+0.0
MJ-09 (dId~ IdhA™) 08+01 03+01 33+01 58+08 12402
MJ-02b (hyd-37) 14+02 16+01 32400 82+03 81+£00
MJ-12 (hyd-3~ IdhA™) 17+01 06+00 394+00 83+01 120+1.9
MJ-11 (hyd-3~ dld™) 16+01 08+£01 37+01 79+01 256+17

MJ-14 (hyd-3~ dld~ IdhA~) 16+01 06+00 38+01 81401 11.9+1.0

[102].
4.4.2 Producciéon de bioH, en medio definido con glucosa.

Como segunda aproximacién del efecto sobre la produccién de bioH, que tienen las mutaciones
que fueron generadas en E. aerogenes, se utilizé glucosa como sustrato debido a su amplio uso
como modelo en la comparacién de resultados. Para esto se realizaron fermentaciones de acuerdo
a lo planteado en los Materiales y Métodos (Seccién 3.2.2) y lo visto anteriormente. Durante
el tiempo de fermentacién, los cultivos fueron monitoreados para la determinacién de densidad
celular y pH. El gas generado fue colectado y medido a través del desplazamiento de una columna
con agua. La composicion del gas se caracterizé en un cromatégrafo de gases de acuerdo a lo

planteado en Materiales y Métodos 3.3.16.
4421 Produccion global de bioH> con glucosa.

Lo primero que se analizé fue el efecto en la produccién general de bioH, en la cepa parental
y las variantes MJ-04b, MJ-06b y MJ-09 (Figura 4.28). Los cultivos fueron iniciados con células
frescas en estado logaritmico crecidas con glucosa como fuente de carbono, estas fueron agregadas
a viales que contenian 75 mL de medio minimo R suplementado con glucosa como Gnica fuente de

carbono hasta ODggg de 0.015 unidades. Se creé un ambiente anaerobio purgando con nitrégeno
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y se incub6 a 37 °C con agitacién constante durante 16 horas.

Las cuatro cepas analizadas en la Figura 4.28 mostraron tasas de crecimiento similares (Tabla
4.11, P < 0.05), alcanzando densidades celulares sin diferencias significativas en estado estacio-
nario (P < 0.05), por lo que las mutacién simples en los genes IdhA (Figura 4.28 (b)) y dld
(Figura 4.28 (c)), asi como la doble mutante (Figura 4.28 (d)) no tienen efecto sobre el creci-
miento celular en las condiciones estudiadas. En esta figura, ademas, se puede observar que el
gas generado por hora, comienza a ser detectado en fase logaritmica, llegando a un maximo en
la fase logaritmica tardia de crecimiento, punto donde empieza a disminuir paulatinamente. Las
diferencias en la produccién de gas por hora en cada cepa no difieren en gran medida, sin embar-
go estas pequefias diferencias en la produccion se ven reflejadas en la acumulacién total de gas
(Figura 4.29 (a)). Al final de la fermentacién, la variante MJ-09 (dld~ IdhA~) es la que genera
mas gas (Figura 4.29) esta diferencia fue estadisticamente significativa si se le compara con las
otras tres cepas (p < 0.05). Las producciones finales de gas fueron, 163.5, 171.0, 162.7 y 183 mL
para la cepa parental E. aerogenes 2F, las variantes MJ-04b, MJ-06b y MJ-09, respectivamente.

Para caracterizar el gas generado se tomé 1 mL de gas de forma constante durante la fermen-
tacién con una jeringa al vacio desde la parte superior de los viales y se inyecté en un cromatégrafo
de gases (Materiales y Métodos Seccién 3.3.16). En cuanto a la produccién de bioH, (Figura
4.28), se observa el mismo comportamiento registrado para el medio LB, en donde el bioH, se
comienza a detectar desde la fase logaritmica. En este punto se puede diferenciar que la mayor
produccién de bioH, se encuentra en diferentes etapas de crecimiento dependiendo de la cepa.
Las cepa parental E. aerogenes 2F y la variante MJ-06b producen de forma paulatina y creciente,
llegando al maximo de produccién cerca del final de la fase logaritmica o principio de la fase
estacionaria (cerca las 12 horas de cultivo, Figura 4.28 (a), (c)), en cambio para las mutantes
que carecen del gen para la lactato deshidrogenasa (/dhA~), variantes MJ-04b y MJ-09, la mayor
produccién de bioH, ocurre en fase logaritmica, presentando en este punto un aumento repentino
en la produccién (cerca de las 9 horas de cultivo, Figura 4.28 (b), (d)). Esta formacién de bioH,
disminuye paulatinamente hasta llegar a estado estacionario punto en el cual las células dejan de
producir bioH,. Junto con lo anterior, se determiné la cantidad de bioH, total producido por cepa
(Figura 4.29 (b)). De las cepas analizadas, las que mayor cantidad de bioH, producen correspon-
den a aquellas variantes que no poseen el gen de la lactato deshidrogenasa (MJ-04b y MJ-09),

estas ademas de tener la mayor acumulacién de bioH, también poseen la mayor produccién por
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hora normalizado por el peso seco de bacterias (Figura 4.28).
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Figura 4.28: Produccion global de bioHs en medio definido con glucosa. Se muestra la grafica de
la fermentacion realizada en medio R suplementado con glucosa. Durante el tiempo de fermentacion
se tomaron muestras liquidas para medir la densidad optica del cultivo (circulos grises), el pH del
medio (hexagonos grises), se midi6 el gas generado por hora (cuadrados blancos) y se caracterizo
el gas que se producia en un cromatografo de gases para determinar la cantidad de bioH, que se
producia (Seccion 3.3.16). La concentracion de bioH; se encuentra expresado en mmoles de Hy por

gramo de peso seco de bacterias (g Ee’llulas) por hora (tridngulos negros). n=3.
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Por otro lado, en la Figura 4.28 también se puede observar los valores de pH durante la
fermentacion, el cual fue constantemente evaluado. En estas graficas tanto la cepa parental
E. aerogenes 2F como la variante MJ-04b (/dhA~) muestran un patrén de disminucién leve y
constante, partiendo desde unidades de pH de 6.0 hasta valores cercanos a los 5.7 unidades. Las
variantes MJ-06b (dld~) y MJ-09 (dld~ IdhA~) presentan una conducta un poco diferente en
el pH, estas en fase logaritmica disminuyen y luego aumentan para luego comenzar a disminuir
nuevamente. Si bien la diferencia entre los valores de este descenso e incremento es pequefio (0.12
unidades) los analisis estadisticos muestran significancia. Otra particularidad es que la variante
MJ-06b después de las 12 horas de cultivo comienza a aumentar nuevamente su pH haciéndolo
levemente mas basico. En todas las cepas se observa que la estabilizaciéon del pH parece estar

asociado a la generacion de bioH,, al igual que lo observado en medio LB.
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4,422 Produccion de bioH; por parte de la hidrogenasa Hyd-3 independiente en medio de-

finido con glucosa

Al igual que lo realizado en medio rico LB para el estudio de la produccién de bioH, por parte
de la hidrogenasa Hyd-3 independiente se utilizaron las cepas que carecen de la hidrogenasa-
3 como fondo genético (encargada de la produccién de bioH, por la via del formato) (Figura
4.30). Lo primero que se puede observar es que en medio minimo R suplementado con glucosa,
la cepa MJ-02b (hyd-37) logra alcanzar biomasas menores que las demas cepas, en cuanto a
las velocidades de crecimiento, la cepa MJ-02b (hyc-37) alcanza 3.35 ([1 min~* | - 1073) valor
estadisticamente menor que las demas cepas estudiadas (6.05, 4.92, 6.36, para las cepas MJ-12,

MJ-11 y MJ-14 respectivamente) entre estas ltimas no existen diferencias significativas (P <
0.05).

Al comparar las cepas con el fondo genético hyd-3~ con las utilizadas para el estudio de la pro-
duccién global de bioH; se puede observar que todas estas cepas tienen diferencias significativas
con MJ-02b (hyc-37) y ademas la cepa MJ-06b (dld~) tiene una velocidad de crecimiento esta-
disticamente mayor que la cepa MJ-11 (hyc-3~ dld~) aunque alcanzan biomasas similares. Estos
resultados sugieren que la eliminaciéon del complejo proteico que codifica para la hidrogenasa-3
deriva en problemas de crecimiento en medio minimo R suplementado con glucosa, ademas la
posterior eliminacién del gen IdhA restituye las facultades de crecimiento parental mejor que la
eliminacion del gen dld posiblemente por permitir un aumento en la cantidad de piruvato el
que sera ocupado para otros productos metabdlicos que permiten obtener mayor energia que es

ocupada para la produccién de biomasa, posiblemente etanol o acetato.

En relacion a la abundancia de gas, se detecté muy pequeiias cantidades debido a que las
bacterias generaban lo suficiente para ser medido en el cromatégrafo de gases. Sélo al comienzo
de la fermentacién se acumula una pequefia cantidad de gas, donde la composicién es Gnicamente
CO, (datos no mostrados). A partir de la fase logaritmica se obtuvo un mililitro de gas en cada
una de las mediciones siguientes, los cuales fueron utilizados para ser inyectados al cromatégrafo
de gases y conocer su composiciéon. En relacion a la cantidad de bioH,, este se produjo en el
orden de los umol al comienzo de la fase logaritmica para todas las cepas en estudio, y sélo se
logré detectar en dos de los tiempos iniciales. La mayor produccién se logré con la cepa MJ-12
(hyd-3~ IdhA~) con 39.83 umol de bioH; por gramo de peso seco de bacterias cerca, de las 8

horas de cultivo (Figura 4.30). En relacién a las demas cepas estudiadas, estas generaron 35.80,
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34.96 y 32.11 umol de bioH, por gramo de peso seco de bacterias (MJ-02, MJ-11 y MJ-14
respectivamente) (Tabla 4.11). Si bien se puede observar un pequefio aumento en la produccién

de bioH,, ninguna de las cepas mostraron diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 4.30: Producciéon de bioHs debido a la hidrogenasa Hyd-3 independiente en medio definido
con glucosa. Se muestra la grafica de la fermentacion realizada en medio R suplementado con
glucosa. Durante el tiempo de fermentacion se tomaron muestras liquidas para medir la densidad
optica del cultivo (circulos grises), el pH del medio (hexagonos grises), se midi6 el gas generado
por hora (cuadrados blancos) y se caracterizo el gas que se producia en un cromatografo de gases
para determinar la cantidad de bioH, que se producia (Seccion 3.3.16). La concentracion de bioH,

se encuentra expresado en mmoles de Hy por gramo de peso seco de bacterias (g Eéllulas) por hora

(triAngulos negros).
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En esta figura también se muestra la variacién del pH (Figura 4.30). Con respecto a estos
resultados, se observa una disminucién constante en el pH y esta reducciéon es mayor que las

observadas en la produccién global Figura 4.28 llegando a valores de pH del orden de 4.7 unidades.

Como se mencion6 anteriormente en la Seccién 4.4.1.3, cuando el pH disminuye, el formato
extracelular en enviado de vuelta al citoplasma para ser desprotonado y convertido a CO, y H>
por el complejo Formato Hidrégeno Liasa (FHL) lo que ayuda a mantener el pH [101], que es lo
que se observa en la Figura 4.28. Debido a la falta de la hidrogenasa-3 (hyd-3) en las cepas de la
Figura 4.30 (complejo con actividad hidrogenasa presente en FHL), estas cepas no son capaces
de transformar el formato a H, por lo que se sigue acumulando disminuyendo asi el pH de las

fermentaciones.

Por otro lado, dentro del desarrollo de bioprocesos, el escalamiento es uno de los pasos
mas importantes. Para este punto, es necesario tener conocimiento previo de las condiciones
y parametros de optimizacién, los cuales generalmente se llevan a cabo en sistemas batch no
controlados [103]. Teniendo como premisa lo anterior, para optimizar la produccién bioH, es
necesario conocer en qué punto se puede obtener la mayor produccién. De los experimentos
realizados se desprende que en el punto de mayor produccién se obtiene 2.66, 3.21, 2.54 y 3.69
(mmol Ha g i), Para la cepa parental E. aerogenes 2F, y las variantes MJ-04b; MJ-06b y
MJ-09 respectivamente (Tabla 4.11). Es decir, las cepas carentes del gen IdhA~ son las que
poseen la mayor produccién de bioH, y entre estas la doble mutante (MJ-09 dld~/dhA~ ) es la
mayor productora (P < 0.05).

Otra forma de optimizar la produccién de bioH, es determinando el punto de mayor ren-
dimiento, es decir la cantidad de moles de bioH, que se forman por la cantidad de moles de

sustrato consumido. El rendimiento tedrico calculado en anaerobiosis para la formacién de bioH»

-1
Glucosa!

por la via del formato es de 2 mol H, mol y el rendimiento para la via del NADH es de

-1
Glucosa*
a 1.58 mol Hy molgl___.
-1
Glucosa

4 mol Hy, mol Hasta ahora el mayor rendimiento obtenido para E. aerogenes corresponde
[43]. Existen ademas otros reportes donde se alcanzan rendimientos de
~ 1.4 mol H, mol [46]. La clave para obtener mayores rendimientos es que el consumo
de glucosa se concentre casi exclusivamente para la produccién del metabolito de interés, y no
para la generacién de otros metabolitos o la formacién de biomasa. Para aclarar este punto, los
mayores rendimientos reportados en la produccién de bioH, para E. aerogenes se lograron cuando

las cepas estaban en estado estacionario, y en algunos casos la produccién de bioH, comenzaba
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en estado estacionario [46, 104], a diferencia de lo observado en los resultados de este trabajo y

otras publicaciones [105].

Los resultados de este trabajo demuestran que para la cepas de E. aerogenes 2F parental asi
como para las variantes analizadas, la deteccién de bioH, comienza en fase logaritmica y en la
mayoria de los casos tienen un maximo en la fase logaritmica tardia, y por el contrario cuando
las células se encuentran en estado estacionario la formacién de bioH, es indetectable. Junto con
lo anterior se observa que los rendimientos logrados en fase logaritmica son menores a los que
se obtienen cerca del estado estacionario debido a que en fase logaritmica la mayor cantidad de
glucosa se utiliza para la generacion de biomasa. Es por esta razén que la mayor produccién y
el mayor rendimiento ocurren en etapas diferentes durante la fermentacién (Tabla 4.11), asi por

ejemplo para el caso de la cepa parental E. aerogenes 2F, el mayor rendimiento es de 0.17 (mol

-1

Glucosa) Y ocurre cerca de las 12 horas de cultivo (altimo punto detectable de formacién

H, mol
de bioH;) y su mayor produccién ocurre entre las 10 y 12 horas sin diferencias entre ellas (P
< 0.05). Para el caso de la variante que carece el gen de la lactato deshidrogenasa (MJ-04b

ldhA~), se obtiene un rendimiento de 0.61 (mol Hy molg,!

Glucosa) Y s€ alcanza cerca de las 12 horas

de cultivo (cuando el crecimiento celular es menor), siendo este rendimiento el mayor logrado en
este trabajo. Por otro lado, el punto de mayor produccién de bioH, ocurre cerca de las 9 horas

de cultivo, en fase logaritmica.

La variante MJ-06b (d/d~) es la Gnica que posee ambos parametros (rendimiento y produc-
cién) en la misma etapa de fermentacién y crecimiento. Si bien la variante MJ-06b no posee
diferencias significativas en la produccién de bioH, con la cepa parental (2.54 y 2.66, variante
MJ-06b y E. aerogenes 2F, respectivamente - P < 0.05), al presentar su mayor produccién cuan-
do las células estan cerca de la fase estacionaria y tener una tasa de crecimiento menor, poseen
un rendimiento superior a la cepa parental en un 47.1% (0.17 y 0.25 mol H, g Eéllulas para E.
aerogenes 2F y MJ-06b, respectivamente).

Al analizar los resultados obtenidos con la variante MJ-09 (dld~ IdhA~), podemos ver que esta

es la que mayor produccién de bioH, posee (3.69 mol H, g Eéllulas cerca de las 9 h de cultivo),

-1
Glucosa

sin embargo, posee un rendimiento bajo (0.17 mol H, mol a las 13 horas de cultivo) si se

le compara con las simples mutantes que la conforman, logrando un valor igual al de la cepa
parental (Tabla 4.11).

Al analizar los resultados de las variantes de fondo genético hyd-3~ (parte inferior de la Tabla
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4.11) se puede observar que los rendimientos se encuentran en valores del orden de los yumol de H,,
mil veces menor que sus cepas parentales (analizadas anteriormente) y al igual que lo observado
anteriormente, los mayores rendimientos se observan cuando las células alcanzan menores tasas
de crecimiento, cerca de la fase estacionaria. Junto a lo anterior y como se menciond, entre estas
variantes no existe diferencia en la produccién de bioH, por gramo de peso seco de bacterias,
pero si en sus tasas de crecimiento. Los resultados muestran que la variante la MJ-02 (que tiene
menor tasa de crecimiento -Figura 4.30 y Tabla 4.11-) posee el mayor rendimiento, debido a que
el consumo de sustrato no se concentra en la generacién de biomasa, sino posiblemente en la

produccién de metabolitos para la generacién de energia.

Tabla 4.11: Resumen de las tasas de crecimiento, produccion y rendimiento de bioH en medio

minimo R suplementado con glucosa para todas las variantes en estudio.

imi Produccién Rendimiento
Cepas (Genotipo) HCrecimiento

([t min=1]-1073) (mmol Hy g E;Iulas) (mol Ha galtcosa)

E. aerogenes 2F 7.08 £ 0.55 2.66 + 0.04 (T11) 0.17 £0.00 (T12)
MJ-04b (IdhA~) 6.73 + 0.96 3.21 £ 0.06 (T9)  0.61 + 0.11 (T12)
MJ-06b (did~) 745+ 0.13 254+ 0.00 (T12)  0.25 =+ 0.00 (T12)
MJ-09 (dld~ IdhA™) 6.31 + 0.01 3.69 + 0.16 (T9) 0.17 + 0.00 (T13)
(umol Hz g (_Zéllulas) (mmol Hy gallucosa)

MJ-02b (hyd-3) 3.35 4 0.49 35.80 + 8.71 (T8) 0.183 = 0.011 (T10)
MJ-12 (hyd-3~ IdhA™) 6.05 4 0.25 39.83 4+ 3.74 (T8)  0.099 + 0.012 (T9)
MJ-11 (hyd-3~ dld~) 4.92 + 0.50 34.96 + 6.50 (T8)  0.106 = 0.009 (T9)
MJ-14 (hyd-3~ dld~ IdhA=)  6.36 £ 1.60 32.11 4+ 4.18 (T8)  0.093 = 0.009 (T9)

Como se mencion6 brevemente en la introduccién, la principal via para la formacién de bioH,
tanto en E. coli como en E. aerogenes es la via del formato. La formacién se lleva a cabo por
el complejo enzimatico Formato Hidrégeno Liasa, que se encuentra conformado por la formato
deshidrogenasa H (FdhF, codificada en fdhF) y por la hidrogenasa-3 (Hyd-3) codificada en el
operén hyc (Figura 4.31) [44, 45, 46, 47]. Hasta ahora se han descrito en E. coli y E. aerogenes
al menos dos reguladores FhIA y HycA, donde FhIA es el activador transcripcional y HycA el
represor. FhIA no sélo regula la formacién de bioH,, sino que es el encargado de activar todo el

regulén de formato, conformado por el gen fdhF y los operones hyc, hyp y hydN-hypF [106].
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FhIA es el producto del altimo gen presente en el operén hyp y su transcripcién depende de
dos promotores mas ademas del presente en el operén hyp (Phy,) [107]. Se ha descrito que la
transcripcion de fhlA se lleva a cabo bajo su propio promotor (Psya) el cual ha sido referido como
constitutivo y débil [108]. Junto con los dos promotores anteriores, en la transcripcion de fhiA
se encuentra involucrado un promotor dependiente de FNR (regulador pleiotrépico, encargado
de regular de forma positiva varios genes necesarios para sobrevivir en ambientes anaerdbicos),
este promotor se encuentra dentro del marco de lectura del gen hypA presente en el operén hyp
(Phypg en la Figura 4.31). Es por esta razén que, para que se produzca FhIA es necesario que las

células se encuentren en un ambiente anaerébico [108].

Una vez que se genera la enzima FhlA es necesaria la presencia de formato para que esta se
una a las Secuencias de Activacién Rio arriba (SAR) de sus genes blanco (Figura 4.31) [109]. Una
vez que FhIA se encuentra activa, se une al factor 0®* que reconoce las secuencias TGC[AT][TA]
alrededor -12 pb y [CT]TGGCA|[CT][GA] alrededor de -24 pb rio arriba del inicio de la transcripcion
de sus genes blanco. Por otro lado, FhIA se encuentra regulado negativamente por el la proteina
HycA, cuyo gen se encuentra presente en el operén hyc. Se ha descrito que la regulacién de HycA
sobre FhIA se lleva a cabo posiblemente debido al cambio conformacional que produce su unién
[45]. Junto a lo anterior, la traduccién de FhIA es inhibida por un ARN con actividad reguladora

llamado OxyS que impide el acceso al sitio de unién al ribosoma [110].

Es debido a estos antecedentes que la deteccién y produccién de bioH, desde etapas tempranas
en la fase de crecimiento, demostrados en este trabajo, se encuentra sustentado debido a que
desde los inicios de la fermentacién se crea un ambiente anaerébico purgando con nitrégeno estéril.
La eliminacion de oxigeno de las muestras permite la activacion de FNR y consecuentemente, la
transcripcion de fhlA que a su vez activara el regulén de formato encargado de la produccién de
biOHz.

Los resultados de las Figuras 4.28, donde se analizan las cepas que tiene presente el complejo
FHL (necesario para generar bioH, desde formato), demuestran que la mutacién en el gen IdhA
(el cual causa la eliminacién de la via de produccién de lactato con un consiguiente aumento en
los niveles intracelulares de NADH, Figura 4.12) produce un incremento tanto en la produccién
de bioH, por gramo de biomasa como un aumento en el rendimiento de bioH, generado por mol
de sustrato consumido, y que la adicién de una segunda mutacién, en el gen dld (el que también

aumenta los niveles de NADH intracelular) acrecienta la produccién de bioH, atn mas, llegando
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Figura 4.31: Mapa de las unidades transcripcionales activadas por FhlA. Las regiones codificantes
estan representadas por flechas gruesas y las unidades transcripcionales asociados a un promotor
particular estan representadas por colores. Las zonas promotora -12/-24 se encuentran indicados
rio arriba de cada unidad transcripcional por flechas delgadas con el nombre de casa promotor y el
color de la unidad transcripcional. El promotor FNR-dependiente (P pg) se encuentra dentro de
la region codificante del operon hyp. Las Secuencias de Activacion Rio arriba (SAR) se encuentran
representadas por flechas blancas con bordes rojos con sus respectivos nombres y direccion. FhlA
unido a formato es capaz de activar sus genes blanco por unién a SAR, ademas FhlA es regulado

negativamente por HycA y por OxyS.

cerca de un 40 % por sobre la cepa parental E. aerogenes 2F. Estos resultados sugieren (al igual
en lo observado que en medio rico LB), que estas mutaciones ayudan a aumentar los niveles de
bioH, posiblemente por el aumento en los valores intracelulares de NADH. Junto con los resultados
anteriores, el analisis de las variantes carentes de la hidrogenasa-3 (Hyd-3) (Figura 4.30) sugieren
la presencia de otro tipo de hidrogenasa independiente de la via del formato que es estimulada
tenuemente por el aumento en los niveles intracelulares de NADH (representado por la variante
MJ-12 (hyd-3~ IdhA™)). Sin embargo, los niveles de bioH, encontrados en los experimentos
con las variantes Hyd-3~ no se corresponden con el aumento logrado con las mutantes MJ-04b
(ldhA=) y MJ-09 (/dhA~ dld~) en las mismas condiciones. Esto se podria explicar debido a que
si bien las células Hyd-3~ presentan niveles intracelulares de NADH mayores que la cepa parental
(Figura 4.17 y 4.21), este se esta utilizando para la produccién de otros metabolitos que utilicen
NADH como cofactor (esta hipétesis debera ser probada midiendo los metabolitos secundarios
formados durante la fermentacién). Una segunda hipétesis puede ser la activacién, no descrita,

del complejo FHL por parte del aumento en los niveles de NADH. Una tercera hipétesis es una
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activacién por una hidrogenasa dependiente de NADH que esté asociada al complejo FHL y que

juntos aumenten los niveles de bioH,.

4.4.2.3 Efecto de las mutaciones en el metabolismo central de E. aerogenes en medio minimo

con glucosa.

Para estudiar el comportamiento del uso de la fuente de carbono en relacién a los metabolitos
secundarios, se tomaron muestras liquidas de los cultivos durante la fermentacién para luego ser
analizados a través de HPLC (Materiales y Métodos Seccion 3.3.15). Estas muestras se adquirieron
en torno a las mayores tasas de produccién de bioH, por gramo de biomasa (Figuras Anexas B.5
y B.6 para las cepas utilizadas para el estudio de la produccién global y para las variantes con
fondo genético Hyd-3~ respectivamente). Al igual que lo observado en medio rico LB, las cepas
empleadas para el estudio de la produccién global muestran una disminucién en la concentracion
de formato a medida que se produce bioH,. Junto con lo anterior, el metabolito con mayor
presencia es etanol con una concentracién promedio de ~20 mM, dentro de estas variantes, la
MJ-09 mostré la mayor concentracién final de etanol (23.75 mM, P < 0.05), las demas variantes
en estudio no mostraron diferencias estadisticamente significativas. A diferencia de lo observado
en medio rico LB, en medio minimo glucosa el metabolito mas representado corresponde al etanol,
seguido de acetato. Este altimo metabolito se encuentra en una concentracién promedio de 3.37
mM vy la variante MJ-09 es la que mayor concentracién obtiene con 5.00 mM (P < 0.05), sin
existir diferencias entre las demas cepas estudiadas (Tabla 4.12). Otra observacién interesante es
que a diferencia de lo observado en medio rico LB, en las variantes carentes del gen /dhA no se

detect6 la presencia de lactato (Figura Anexa B.5 y Tabla 4.12).

En relacién a las variantes con fondo genético Hyd-3~, estas muestran que la pequefia pro-
duccién de bioH, no depende de formato, al no ser consumido durante la produccién de bioH,. Al
igual que las cepas anteriores, estas poseen como metabolito representativo el etanol seguido de
acetato, siendo etanol el que se encuentra en mayor concentracién (Figura Anexa B.6) llegando
en promedio a 29.41 mM entre todas las variantes Hyd-3~. Asimismo, MJ-11 es la variante que
ostenta la mayor produccién con 35.97 mM de etanol (P < 0.05). En el caso de acetato, todas
las variantes mostraron concentraciones similares sin diferencias significativas entre ellas. Y al
igual que lo observado anteriormente, en las variantes MJ-12 y MJ-14 (ambas /dhA~, ademas de
poseer fondo genético Hyd-37) no fue posible detectar la presencia de lactato (Figura Anexa B.6
y Tabla 4.12).
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Tabla 4.12: Tabla de metabolitos para la fermentacién en medio minimo con glucosa.

Productos finales (mM)

Cepas (Genotipo)

Succinato  Lactato Formato  Acetato Etanol
E. aerogenes 2F 08+01 08+02 06+04 29407 213411
MJ-04b (IdhA™) 08+02 00+00 04+01 32403 212439
MJ-06b (dld™) 07+00 07+01 06+01 244+05 179+19
MJ-09 (dld~ IdhA™) 08+00 00+00 1.0+£00 50400 237400
MJ-02b (hyd-37) 07+01 044+00 13+£01 354+02 270416
MJ-12 (hyd-3~ IdhA™) 07+01 00+00 14+£01 344+£01 276409
MJ-11 (hyd-3~ did™) 06+00 03+00 13+02 34401 360409

MJ-14 (hyd-3~ dld~ IdhA=) 08+00 00+00 13+00 35400 27.0+0.0

4.5 Analisis de Flujos Metabdlicos.

Una vez realizada las fermentaciones y obtenidas las concentraciones finales de los mayores
productos metabdlicos, se propuso analizar el comportamiento de los flujos metabdlicos internos.
La importancia de la medicién de estos metabolitos radica en la identificacién de puntos criticos en
la red metabdlica [111], permitiendo determinar la plasticidad y tolerancia que tienen estos puntos
en el control cinético que influiran en la seleccién de futuros blancos de modificaciones. Otra de
las ventajas de la medicién de estos metabolitos es poder definir rendimientos teéricos maximos en
redes complejas y comportamientos inusuales en las vias metabdlicas de microorganismos menos

caracterizados [111, 112].
4.5.1 Principales reacciones utilizadas en el Analisis de Flujos Metabdlicos.

El metabolismo fermentativo descrito para E. aerogenes posee gran similitud con el encontra-
do en E. coli. En condiciones anaerébicas y en ausencia de un aceptor de electrones alternativo, E.
aerogenes convierte glucosa en una mezcla de acidos organicos tipico de procesos fermentativos,
datos mostrados por Converti y cols., 2002 [113] y los resultados previamente expuestos en este
trabajo. Debido a lo anterior, para el analisis de flujos metabdlicos se consideré las vias centrales

del metabolismo celular. El modelo para E. aerogenes fue desarrollado con experimentos realiza-
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dos en esta tesis y datos publicados [66] y esta formado por 32 compuestos y 29 reacciones. Se
asumié un estado pseudo estacionario (pseudo-steady state) para 23 metabolitos intracelulares
resultando en un modelo con 6 grados de libertad. El nimero de condicionamiento de la matriz fue
de 22 indicando un modelo numéricamente robusto [114]. Para resolver el sistema de ecuaciones
se midieron 7 flujos, resultando en un sistema de ecuaciones sobredeterminado el cual fue resuelto
empleando regresion lineal de minimos cuadrados utilizando la pseudoinversa de Moore-Penrose
(para mas detalles de las consideraciones asumidas para realizar el modelo, revisar Materiales y
Métodos Seccion 3.3.17). En la Figura 4.32 muestra un diagrama de las principales reacciones
utilizadas para el modelo junto con los genes. En el caso de que en alguna via existieran muchos
genes involucrados sélo se puso la identificacion de las reacciones involucradas. Para mas infor-
macién acerca del nombre de las enzimas, las reacciones, genes, metabolitos involucrados y las

abreviaciones ver Tablas C.1 a la C.11 en el Anexo C.
4.5.2 Efecto de las mutaciones en los flujos internos de E. aerogenes.

Con el objetivo de estudiar el efecto que generan las mutaciones realizadas en el compor-
tamiento de los metabolitos internos en el punto de mayor rendimiento de bioH,, se realiz6 un
analisis de flujos metabdlicos (MFA). La tasa en el consumo de glucosa fue utilizada para compro-
bar la consistencia entre el modelo y los datos experimentales. Las Figuras 4.33 y 4.34 muestran
la representacion grafica del calculo de los flujos, los datos fueron tomados de los experimentos

llevados a cabo en modo batch y descritos anteriormente (Seccion 4.4.2 de los resultados).

4.5.2.1 Efecto de las mutaciones en los flujos internos de las variantes utilizadas para el estudio

de la produccidn global de bioH,.

En la Figura 4.33 se puede observar los resultados del analisis de flujos metabdlicos para las
cepas utilizadas para estudiar la produccién global de bioH,, variantes MJ-04b, MJ-06b y MJ-09,
las cuales fueron comparadas con la cepa silvestre E. aerogenes 2F (abreviada como 2F). En esta
figura se puede observar que los calculos estimados para la tasa de utilizacion de glucosa en la
cepa silvestre fue de 14.61 mmol g Ee’llulas h~!, esta utilizacion es sélo 0.80 veces la observada en

cepas relacionadas como E. coli en condiciones anaerébicas (18.3 mmol g ... h™1) # [115, 116].

4Esta es una comparacion que se realizé dividiendo el valor calculado de E. aerogenes 2F por el calculado

para E. coli.
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Figura 4.32: Diagrama de las reacciones y genes usados para el MFA. En negrita se encuentra
el namero de identificacion de las reacciones (EC N°) y en cursiva el nombre de los genes que
participan en esa reaccién. Las lineas grises y punteadas indican los metabolitos utilizados para la

generacién de biomasa. 105
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Para el caso de la variante MJ-04b, la eliminacién del gen IdhA genera una tasa de utilizacién
de glucosa de 11.86 mmol g .. h™! siendo este 0.81 ° veces la tasa calculada para la cepa
E. aerogenes 2F parental. Junto con lo anterior, en la variante MJ-06b se puede observar que la
eliminacion del gen dld produce una disminucién en la tasa de utilizacién de glucosa, correspon-
diente a 10.19 mmol g ¢ .. h™! siendo este valor 0.70 veces el valor de la cepa 2F parental.
Por otro lado, la eliminacién de los dos genes anteriores (variante MJ-09) genera un aumento en
la utilizacién de glucosa de 1.15 veces el valor obtenido para la cepa 2F parental, llegando a los
16.77 mmol g g, ™. Las vias que se ven mas afectadas son las del metabolismo de succinato
(Va3), la piruvato deshidrogenasa (V15 EC N° 1.2.1.-) que junto con la via del formato acetiltrans-
ferasa (V19 EC N° 2.3.1.54) son las que aportan principalmente intermediarios importantes como
acetil coenzima A. Estas vias contribuyen con los metabolitos necesarios para generar diferentes
productos finales como succinato, 2-oxoglutarato, etanol y acetato. Sin embargo, de acuerdo los
calculos del modelo y a datos experimentales, no fue posible encontrar 2-oxoglutarato por HPLC
ni GC-MS (datos no mostrados). Debido a lo anterior los productos finales que se ven favoreci-
dos, y que reflejan principalmente las diferencias encontradas en la tasa de consumo de glucosa,
son succinato, etanol y acetato. Al analizar con mas detalle cada cepa, se puede observar que la
eliminacion del gen /dhA (variantes MJ-04b y MJ-09) produce un re-direccionamiento paulatino
de flujos en la glicélisis, principalmente para la formacién de biomasa, este re-direccionamiento
es especialmente interesante entre los puntos de fosfoenolpiruvato y piruvato (Vg y Vi) los que

se van a las vias de produccién de oxalacetato (OAA) y Acetil Coenzima A (AcCoA) (Vis 'y Vas).

Al analizar los datos con la premisa de que la entrada de glucosa para cada cepa es del
100 % y que el flujo metabdlico sigue el comportamiento de la cepa silvestre, se puede indicar
que la variante MJ-04b (/dhA~) experimenta una formacién de succinato de un 12 % por sobre
lo esperado. El comportamiento anterior es consistente con la existencia de vias anapleréticas
presentes en condiciones anaerdbicas para equiparar el desbalance redox, catalizado por la enzima
Fosfoenolpiruvato carboxilasa (gen: EAE_07635; EC N°: 4.1.1.31; Vy) [117], el cual se puede
observar para esta variante en la Figura 4.12 presente en la Seccién 4.3 de los resultados. Junto
con lo anterior, la nula generacién de lactato y una produccién de acetato con un 22 % por sobre
lo esperado pudo ser el responsable del aumento de equivalentes reducidos visto en esta variante

(Figura 4.12) y el consiguiente aumento en la produccién de succinato.

5Este y los siguientes valores se obtuvieron de la divisién del valor calculado para cada una de las mutantes

por el valor calculado de la cepa de E. aerogenes 2F silvestre.
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Figura 4.33: Distribucion de flujos metaboélicos para la produccion global de bioH,. Los Datos se

encuentran expresados en mmol de metabolito g Eéllulas h—t.
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Por otro lado, la adicién de una segunda mutacién (variante MJ-09 /dhA~ dld~) produce una
disminucién en la produccién de succinato cercana al 13 % del valor esperado y un aumento en
la produccién de acetato en mas del 52 %, que junto con la nula generacién de lactato podrian
nuevamente estar aportando con el desbalance redox observado en la Figura 4.19 para esta
variante.

Al analizar la variante MJ-06b (d/d~) se puede indicar que la via principal de la glicélisis se
comporta igual que la cepa parental, encontrando una diferencia en el metabolismo de piruvato.
Esta variante presenta una disminucién cercana al 5% en la via de la piruvato deshidrogenasa
(Vig EC N° 1.2.1.-) en relacién a lo esperado, y un aumento del 7% con respecto a lo esperado
para la via de la formato acetiltransferasa (V19 EC N° 2.3.1.54) lo que conlleva a un aumento
cercano al 30 % en la cantidad de formato traduciéndose en un aumento del 33 % en la cantidad
de bioH,. Por otro lado, para contrapesar el pequefio desbalance redox que generé la eliminacién
del gen dld (Figura 4.14 Seccién 4.3 de los resultados), se produjo aumento del 5% y del 10 %

en la producciéon de succinato y lactato, respectivamente.

4.5.2.2 Efecto de las mutaciones en los flujos internos de las variantes con fondo genético
hyd-3—.

En la Figura 4.34 se puede observar los resultados del analisis de flujos metabdlicos para las
variantes con fondo genético Hyd-3~ utilizadas para estudiar la produccién de bioH, por parte
de la hidrogenasa Hyd-3 independiente. En esta figura se puede observar que la eliminacién del
oper6n que codifica para la hidrogenasa Hyd-3 (variante MJ-02b) produce un aumento en la

tasa de utilizacion de glucosa de 2.48 veces mas que la cepa parental (2F) con 36.20 mmol g

-1
Células

secundarios y posiblemente para el suministro de los requerimientos del mantenimiento energético

h=!. Esta gran tasa de utilizacién se traduce principalmente en la generacién de metabolitos

y de forma secundaria para la asimilacién y crecimiento energético que se convertira en biomasa,
debido a que esta variante es la que menor biomasa genera. Al introducir mutaciones en los
genes IdhA 'y dld el consumo de glucosa disminuye cerca de los niveles descritos para otro tipo
de Enterobacterias (18.5 mmol g ;... ™) [116], logrando tasas de consumo de 18.19, 23.34 y
17.99 mmol g ¢4, ™! para las variantes MJ-12 (Hyd-3~ IdhA~), MJ-11 (Hyd-3~ did~) y MJ-
14 (Hyd-3~ dld~ IdhA~) respectivamente. Si bien los valores anteriores se encuentran cercano a
lo descrito en la literatura, estos siguen siendo mayores que los calculados para E. aerogenes 2F

con 1.25, 1.6 y 1.23 veces por sobre la tasa de consumo.
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Al analizar con mayor detalle los resultados, y asumiendo que la entrada de glucosa para cada
variante es del 100% vy que los flujos se deberian comportar como la cepa parental, se puede
observar que los flujos calculados para la via de las pentosas fosfato se encuentran 30 % por debajo
lo esperado por lo que la principal funcidn de esta via es proveer precursores que seran utilizados
para el crecimiento celular, funcién que ha sido descrita en E. coli [115]. Junto con lo anterior, se
puede observar un aumento en los flujos calculados para la via de la piruvato deshidrogenasa (Vg
EC N° 1.2.1.-) cercano al 5.5%, 8.5%, 8.9% y 8.6 % para las variantes MJ-02, MJ-12, MJ-11
y MJ-14 respectivamente. La via de la enzima Fosfoenolpiruvato carboxilasa (gen: EAE 07635;
EC N°: 4.1.1.31; V,4) también posee valores por sobre lo esperado con porcentajes de 4.3 %,
9.7%, 11%, y 9.6 % para las variantes MJ-02, MJ-12, MJ-11 y MJ-14 respectivamente. Debido
a que estas mutantes carecen de los genes necesarios para metabolizar el formato y transformarlo

a bioH, y CO,, era de esperar una acumulacién de este metabolito.

Por otro lado, en cuanto a los principales productos metabdlicos (acetato, etanol formato),
estos si bien se encuentran en mayor proporcién que en la cepa silvestre, la cantidad de glucosa
destinada a la produccién de estos fue menor a lo esperado de acuerdo a la cantidad de glucosa
consumida. Esto se pudo deber a un mayor consumo de acetil coenzima A para reacciones de
mantenimiento energético (para el caso de la variante MJ-02) o la generacién de biomasa (par
el caso de las MJ-12, MJ-11 y MJ-14). Es asi como la cantidad de acetato se encuentra por
debajo de lo esperado en un 10%, 15%, 32% y 8.9 % y la cantidad de succinato en un 32.0 %,
33.9%, 53.6 % y 26.4 % para las variantes MJ-02, MJ-12, MJ-11 y MJ-14 respectivamente. Esto
mismo ocurre para el caso de etanol con un promedio de 4,4 % por debajo lo esperado para cada

variante.
4.5.3 Balance de Carbono y Balance de Energético.

Para determinar los efectos de los estudios de ingenieria metabdlica llevada a cabo en este
trabajo, primero se determiné el funcionamiento de la red metabélica interna a través de anali-
sis de flujos metabélicos midiendo los principales productos finales encontrados en los procesos
fermentativos. Para evaluar la veracidad de estas mediciones experimentales se decidié estudiar
el balance de carbonos y el balance de energia, las cuales ademas aportan informacién de las

particularidades que producen las mutaciones en cada una de las cepas en estudio.
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Figura 4.34: Distribucion de flujos metaboélicos para las variantes con fondo genético Hyd-37~. Los
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45.3.1 Coeficientes estequiométricos experimentales

La Tabla 4.13 muestra los coeficientes estequiométricos experimentales de las fermentaciones
anaerdbicas llevadas a cabo en modo batch para la cepa parental y cada una de las variantes
en el punto de mayor rendimiento de bioH,. Estos coeficientes se encuentran descritos en el
metabolismo anaerébico de E. aerogenes representados en las ecuaciones (C.1) a la (C.17)
en el Anexo C, en las que se asumié que la fraccion de sustrato consumido para crecimiento
celular puede ser estimada asumiendo una composicién de biomasa seca de CHj78Ng 2400 33
[66]. En la tabla 4.13 se muestran los rendimientos molares de los productos finales por mol de
glucosa consumida (mol mol:?). Los resultados muestran que las mutaciones generadas en E.
aerogenes 2F tienen variados efectos en el metabolismo de esta bacteria, reflejado en cambios
en los rendimientos molares de los productos finales. En particular, el rendimiento de formato
(cv) presenta una disminucién en la variante MJ-04b (/dhA~) cercana al 20 % con respecto a la
cepa parental 2F. Por otro lado, las variantes MJ-06b (dld~) y MJ-09 (/dhA~ dld~) presentan un
aumento del 40 % con respecto a la cepa parental. Resultados similares se encontraron al analizar
las mutantes con fondo genético (Hyd-37) donde las variantes MJ-02b, MJ-12 (Hyd-3~ IdhA™)
y MJ-14 (Hyd-3~ IdhA~ dld~) presentaron en promedio un aumento del 70% en la cantidad
de formato, a excepcién de la variante MJ-11 (Hyd-3~ dld~) que sélo presenta un aumento del

25 % con respecto a la cepa parental.

Junto con los resultados anteriores, el rendimiento de bioH, (c;) se vio aumentado con la
eliminacién del gen /dhA (variante MJ-04b —0.61 mol H, gg\....—) en un 258 % por sobre la cepa
parental (3.5 veces mas que lo que se obtiene con la cepa parental —0.17 mol H, ggltcosa— ), este
aumento es superior al que habia sido descrito para la eliminacién del mismo gen (/dhA) en otra
cepa de E. aerogenes en el que lograron un aumento de 1.5 veces el rendimiento alcanzado por
la cepa parental [104]. Por otro lado, la variante MJ-06b presenté un aumento del 47 % de bioH,
(1.5 veces mas), en cambio la variante MJ-09 presenté el mismo rendimiento que la cepa parental.
En relacién a las mutantes con fondo genético (Hyd-37), estas presentan una disminucién del

99.9 % en el rendimiento de bioH, en comparacién a la cepa parental.

Como se observo en los resultados de flujos metabdlicos, los flujos para acetato presentaban un
aumento en las variantes MJ-04b, MJ-06b y MJ-09 esto se tradujo en un aumento del rendimientos
de acetato (ay) de 2.1 %, 12.9 % y 53.3 % respectivamente. Junto con lo anterior, los rendimientos
de acetato en las variantes MJ-02, MJ-12, MJ-11 tuvieron una disminucién del 35.1 %, 10.5%
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Tabla 4.13: Coeficientes estequiométricos y rendimientos molares de los productos finales (mol
molal) del metabolismo anaer6bico de F. aerogenes en medio minimo con glucosa. Los datos estan

expresados en referencia al consumo de 1 mol de glucosa.

Cepas
2F MJ-04b MJ-06b MJ-09 MJ-02b  MJ-12 MJ-11 MJ-14
Coeficientes Experimentales

! 0.04 0.03 0.06 0.06 0.08 0.07 0.05 0.07
a1 0.17 0.61 0.25 0.17 82107° 9.9:107° 1.0.107* 9.3-107°
s 0.20 0.21 0.23 0.31 0.13 0.18 0.15 0.20
as 1.47 1.67 1.61 1.46 1.01 1.48 1.53 1.56
I6] 0.05 0.00 0.07 0.00 0.01 0.00 0.02 0.00
vy 0.05 0.07 0.06 0.05 0.03 0.04 0.03 0.04
) 0.07 0.07 0.07 0.08 0.04 0.08 0.07 0.07

y 26.7 % con respecto a la cepa parental E. aerogenes 2F. La Gnica cepa mutante con fondo
genético Hyd-3~ que present6 un aumento en el rendimiento de acetato, fue la variante MJ-14
(Hyd-3~ IdhA~ dld~) con un 1.2% mas que la cepa parental. Si nos referimos al rendimiento
de etanol («3), la variante MJ-04b presenta un aumento del 14 %, asi mismo la variante MJ-06b
exhibe un aumento del 9.9 % por sobre la cepa parental. Por otro lado, la variante MJ-09 (/dhA~
dld~) presenta valores de rendimiento similares a la cepa parental con sélo un 0.22 % por debajo
de esta. En cuanto a las mutantes con fondo genético Hyd-37,la variante MJ-02 es la Gnica
que posee un rendimiento por debajo de la cepa parental (31.5%), en cambio las variantes MJ-
12, MJ-11 y MJ-14 muestran rendimientos de 0.87 %, 4.6 % y 6.2 % por sobre la cepa parental
respectivamente. En cuanto a los rendimientos de lactato (3), estos sélo se encontraron de forma
positiva en la cepa E. aerogenes 2F, y en las variantes MJ-06b, MJ-02 y MJ-11, es decir, sélo
en aquellas que poseian en su genoma el gen /dhA intacto. De estas variantes, MJ-06b (dld™)
posee un rendimiento de 22 % por sobre la cepa parental, en cambio las variantes MJ-02 y MJ-11
tienen un rendimiento de 75 % y 65.5 % menos que la cepa parental respectivamente. De acuerdo
lo expuesto anteriormente, con respecto al rendimiento en la produccién de succinato () se
observa un aumento en las variantes MJ-04b y MJ-06b. Por otro lado las demas variantes en
estudio mostraron rendimientos menores que la cepa parental en un 12.5 %, 50.8 %, 30.5 %, 50 %
y 18.2% (variantes MJ-09, MJ-02, MJ-12, MJ-11 y MJ-14, respectivamente), favoreciendo el

flujo de carbonos hacia otros metabolitos.
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4.5.3.2 Balance de carbonos

Para entender de mejor manera el flujo de carbonos que ocurre en la cepa parental y cada una
de las variantes, en la Tabla 4.14 (parte superior de esta tabla) se muestra el balance de carbonos
entre el sustrato utilizado y los principales productos presente en las fermentaciones llevadas a
cabo en modo Bath. Estos resultados demuestran que la recuperacién de carbonos para la cepa
parental, y las variantes MJ-4b, MJ-06b y MJ-09 fue de 97,80 %, 99.10 %, 104.23 % y 95.08 % del
maximo tedrico para el sustrato utilizado. Debido a que las mediciones poseen un rango de error
menor al 5% se desprende que los metabolitos evaluados pertenecen a los principales productos
metabdlicos y ademas fueron debidamente medidos y cuantificados. En cambio las mutantes que
se escapan del rango de confiabilidad son las variantes con fondo genético Hyd-3~ (MJ-02b, MJ-
12, MJ-11 y MJ-14), estos valores se pueden deber a una posible produccién de algin metabolito
secundario que no fue considerado dentro de las mediciones de la mutantes, un ejemplo de esto
es el 2,3-butanediol que ha sido descrito como uno de los metabolitos principales en algunas
cepas de E. aerogenes llegando a utilizar el 35% del maximo teéricos de carbonos del sustrato
[113]. La suposicién anterior se basa en que se ha descrito que el aumento en las concentraciones
de etanol afectan de forma lineal el crecimiento de E. aerogenes [118] y se ha sugerido que
aun concentraciones menores a las encontradas en las fermentaciones de E. aerogenes podrian
ser responsables de la inhibicién en la generacién de algunos metabolitos importantes como la
produccién de 2,3-butanediol [113]. Sin embargo mas analisis son necesarios, lo que demuestra

lo intricado y complejo de las regulaciones metabdlicas.

Tomando todos estos resultados se puede apreciar que bajo condiciones anaerébicas la mayor
cantidad de carbono es consumido para la produccién de etanol (cerca de un promedio del 50 %
del carbono total disponible se utiliza para este fin en la mayoria de las cepas, ver parte media de
la Tabla 4.14), asi por ejemplo la variante MJ-04b (/dhA~) ocupa 55.81 % del sustrato consumido
s6lo para la formacion de etanol, siendo CO, el segundo mayor producto con un promedio cercano
al 20%.
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Tabla 4.14: Balance de carbono y grado de reduccién en medio minimo con glucosa.

Cepas

2F  MJ-04b MJ-06b MI-09 MJ-02b MI-12 MJ-11 MJI-14

Balance de carbonos

Reactivo (C-mol)

Glucosa 6 6 6 6 6 6 6 6
Productos (C-mol)
Succinato 0.44 0.56 0.51 0.38 0.22 0.31 0.22 0.36
Lactato 0.32 0.00 0.39 0.00 0.08 0.00 0.11 0.00
Formato 0.09 0.07 0.12 0.12 0.15 0.15 0.11 0.15
Acetato 0.40 0.41 0.45 0.62 0.26 0.36 0.29 0.41
Etanol 2.93 3.35 3.22 2.93 2.01 2.96 3.07 3.11
Biomasa 0.43 0.43 0.42 0.47 0.23 0.49 0.42 0.43
CO,? 1.25 1.13 1.12 1.19 0.21 0.21 0.20 0.21
Total (%) 07.80 99.10 104.23 95.08 5257 7441 7381 77.80
Error (%) -2.20 -0.90 423 -4.92 4743 -2559 -26.19 -22.20
Productos ( %)
Succinato 7.33 9.26 8.55 6.41 3.61 5.09 3.68 5.99
Lactato 5.36 0.00 6.57 0.00 1.34 0.00 1.85 0.00
Formato 1.46 1.19 2.06 2.01 2.51 2.44 1.82 2.50
Acetato 6.70 6.84 7.56 10.27 4.35 5.99 4.90 6.78
Etanol 48.89 55.81 53.74 48.78 33.51 4931 51.13 51.90
Biomasa 7.24 7.16 7.08 1.77 3.79 8.10 7.05 7.15
CO, 20.83 18.83 18.67  19.83 35 35 3.4 35

@ El CO; en la fase liquida fue ignorado
b Distribucién del porcentaje de carbono en los productos

Junto con la mayor produccién de etanol, el aumento de flujos para succinato, responde de
forma consistente con la presencia de vias anapleréticas en condiciones anaerébicas que ayudan
a equiparar el desbalance redox [117]. Es debido a lo anterior que un aumento en la produccién
de acetato y una disminucién en la produccién de lactato podrian reflejar el aumento de equiva-
lentes reducidos los cuales pueden ser regenerados por el aumento de vias alternativas como la
produccién de succinato o la produccién de bioH, por la independiente de formato. Estos efectos

se pueden observar en la variante MJ-04b (/dhA~) que no posee produccién de lactato y se ob-
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serva un leve aumento en la formacién de acetato que conlleva a un incremento en el consumo
de carbono para la produccién de succinato, llegando a 9.26 % del carbono total (Tabla 4.14)
y un aumento en la produccién de bioH, (Tabla 4.11). Resultados similares se observan en la
variante MJ-06b (dld~), la diferencia radica en que esta mutante adquiere ademas un aumento
en la cantidad de lactato, lo que posiblemente ayude a equiparar el desbalance redox explicando
la diferencia en la cantidad de NADH/NAD™ observado en estas dos variantes (Figuras 4.12
[l[dhA~] y 4.14 [dld~], para mas detalle ver Figura B.1 del Anexo B). Por otro lado, los resultados
observados en la variante MJ-09 sugieren que debido a la nula produccién de lactato y el redu-
cido rendimiento de etanol y succinato, para regular el balance redox, causan un aumento en el

rendimiento de acetato para aumentar la produccién de ATP dentro de la célula.

Con respecto a los resultados obtenidos con las mutantes utilizadas para el anélisis de la pro-
duccién de bioH, por la hidrogenasa Hyd-3 independiente, se puede observar que la eliminacién
del gen IdhA de las variantes con fondo genético Hyd-3~ generan los mismos cambios en compa-
racién a su cepa parental inicial (MJ-02b). En este caso las variantes MJ-12 (Hyd-3~ IdhA~) y
MJ-14 (Hyd-3~ IdhA~ dld~) presentan nula produccién de lactato con un aumento en la canti-
dad de acetato y etanol, ademas de un incremento en el rendimiento de succinato. Sin embargo
en la variante MJ-14 el desbalance redox no refleja un cambio significativo en la produccién de
bioH, (Tabla 4.11). Por otro lado, la variante MJ-11 posee un leve aumento en el rendimiento
de lactato y el importante incremento en el rendimiento de etanol encontrado en la mayoria de
las cepas estudiadas, principalmente debido a un leve incremento en el flujo metabélico hacia la
produccién de piruvato (Piruvato kinasa, V1g) y de acetil Coenzima A (piruvato deshidrogenasa,
Vig) (Figura 4.34). Estos resultados sugieren que los datos observados se deben a la intencién
de las células de restablecer el balance redox, al igual que lo visto en los resultados de las cepas

utilizadas para analizar la produccién global de bioH,.

4.5.3.3 Rendimiento experimental y grado de reduccién

Una vez realizado el balance de carbonos y determinado los coeficientes experimentales es
posible estimar el rendimiento experimental de ATP durante el proceso fermentativo (para mayor
detalle ver ecuacion (C.17) en el Anexo C). En la Tabla 4.15 se puede observar que la produccién
molar de ATP Yarp/c para cada una de las cepas se encuentra dentro de los valores tipicos
observados en fermentaciones anaerébicas (~ 2 molarp mol:'). En cuanto al rendimiento molar

de biomasa generada por sustrato consumido (Yx/g), se encuentra en promedio con un valor de
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0.44 C-molcaiylas mol(_;1 (a excepcién de la variante MJ-02 que muestra un menor rendimiento de
biomasa por sustrato consumido). Al comparar los resultados con otros reportes de fermentaciones
anaerébicas en modo batch y con concentraciones de sustrato iniciales similares, se observa que
los resultados de Yx /g son levemente mayores que los valores reportados para otras cepas de E.
aerogenes (0.27 - 0.32 C-molcguis molc!) [113, 119] y también levemente mayores para otras
bacterias facultativas como Citrobacter amalonaticus Y19 (0.36 C-molceylas molgl) [120]. Por
otro lado los resultados de Yx ¢ se encuentran por debajo a otras cepas facultativas productoras de
Hy como Klebsiella aerogenes (0.52 - 0.68 C-molceylas molgl) [121] y E. coli (0.76 C-molcguylas
molc') [115]. Con respecto a esto se ha descrito que altos valores de Yx,g son el resultado
de cultivos en condiciones limitantes de sustrato y por el contrario bajos valores de Yx,c son
consecuencia de cultivos en condiciones de exceso de sustrato debido a un fenémeno de derroche
energético (Overflow Metabolism) [113, 120, 122],

Bajo las condiciones de estado estacionario que se asumieron anteriormente no es posible
la acumulacién de ATP y por lo tanto la producciéon de este debe ser consumida a través del
anabolismo bacteriano. Debido a lo anterior, los valores de Yarp/c y Yx/c se utilizaron para
determinar el rendimiento asociado a la cantidad de ATP utilizado para la formacién molar de
biomasa (Yarp/x) o dicho de otra forma, el rendimiento molar de biomasa producido por ATP
consumido (Yx/atp). La interpretacion de estos datos reflejan que a mayores valores de Y arp/x
(o menores valores de Yx/atp) es necesaria mayor energia para la generacién de biomasa. En

la Tabla 4.15 se puede observar que los resultados de Yarp/x se encuentran entre 4.04 y 6.17

(_:éllulas' Estos resultados son comparables a los obtenidos para E. aerogenes bajo
-1
Células

molarp C-mol
condiciones similares de cultivo (6.09 molarp C-mol ). De igual forma, los valores de Yx atp
se encuentran por debajo del rango encontrado para fermentaciones anaerébicas llevadas a cabo
en quimiostato con E. aerogenes como modelo de estudio (0.35 - 1.0 C-molcgyias mol ;Tlp) y otros
microorganismos (0.48 C-molcgyias mol ;Tlp) [123] . Por lo tanto, estos resultados surgieren que
la eliminacién por separado de los genes IdhA, dld y Hyd-3 (variantes MJ-04b, MJ-06b y MJ-02b,

respectivamente) suponen un requerimiento energético mayor para la generacién de biomasa.

Por otro lado, En la Tabla 4.15 se muestra también el balance de grado de reduccién del
sustrato utilizado y los productos finales. El grado de reduccién (g) corresponde al namero de

equivalentes de electrones disponibles por gramo de atomo de carbono y se calcula de acuerdo a
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Tabla 4.15: Grado de reduccién en medio minimo con glucosa.

Cepas

2F MJ-04b MJ-06b MJ-09 MJI-02b MJ-12 MJ-11 MJ-14

Grado de reduccion

Succinato 1.54 1.94 1.80 1.35 0.76 1.07 0.77 1.26
Lactato 1.29 0.00 1.58 0.00 0.32 0.00 0.44 0.00
Formato 0.18 0.14 0.25 0.24 0.30 0.29 0.22 0.30
Acetato 1.61 1.64 1.81 2.46 1.04 1.44 1.18 1.63
Etanol 17.60 20.09 19.35 17.56 12.06 17.75 18.41 18.68
H, 0.34 1.22 0.50 034 16:100* 20-107* 2.0-107* 1.9.107%
0,° -0.22 -0.21 -0.21 -0.23 -0.11 -0.24 -0.21 -0.21
Biomasa 1.91 1.89 1.87 2.05 1.00 2.14 1.86 1.89
Total (%) 101.00 111.32 112.24 99.05 64.07 93.53 94.44 98.09
Error (%) 1.00 11.32 1224  -0.95 -35.93 -6.47 -5.56 -1.91
Rendimientos Experimentales
YaTP/G 2.04 2.16 2.29 2.07 1.41 1.96 1.95 2.07
Yx/G 0.43 0.43 0.42 0.47 0.23 0.49 0.42 0.43
Yx/ATP 0.21 0.20 0.19 0.23 0.16 0.25 0.22 0.21
Y ATP /X 471 5.03 5.40 4.43 6.17 4.04 4.62 4.83

@ Determinado de acuerdo a la ecuacién (C.16) en el Anexo C.

la siguiente férmula:
e=4-C+H-2-0-3-N (4.1)

donde C, H O y N en la férmula (4.1) corresponde a los coeficientes atémicos para carbono,
hidrégeno, oxigeno y nitrégeno respectivamente. Se introdujo el término -3-N para prescindir del
consumo de amonio en los calculos [124, 115]. En la Tabla 4.15, se muestra la suma del grado de
reduccién de los productos principales y el porcentaje de error. De acuerdo a esta tabla, se observa
que la mayoria de las cepas estudiadas se encuentran bien balanceadas con un error cercano al
5%. Por otro lado, el desbalance encontrado en las variantes MJ-04b, MJ-06b y MJ-02b pueden
ser el reflejo del desbalance NADH/NAD™ presente en estas, cuyo principal importe corresponde

al rendimiento de etanol.

Como se nombré anteriormente al final de la Seccién 4.4.2.2 de los resultados, el hecho que

la eliminacién de los genes necesarios para la formacién de la hidrogenasa-3 (variantes Hyd-37)
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generen una drastica disminucién en la produccién de bioH, atin con mayores concentraciones de
NADH en comparacién a la cepa parental (Tabla 4.11 y Figuras 4.17 y 4.21), y que la presencia
de la hidrogenasa-3 (Hyd-3) en un ambiente con altas concentraciones de NADH (mayores que
la cepa parental) genera mayor cantidad de bioH, (Tabla 4.11 cepa parental y variante MJ-04b
lIdhA~; Figura 4.12), asociado principalmente al consumo de formato (Tabla 4.14 variante MJ-
04b), sugieren una relacién entre las dos vias de produccion descritas en E. aerogenes. Por otro
lado, estos resultados se pueden explicar debido a que la hidrogenasa-3 (Hyd-3) por si sola sea

activada por un aumento en la concentracion de NADH intracelular.

La posible existencia de una relacién entre las dos vias de produccién de bioH, fue recien-
temente sugerida en otra cepa de E. aerogenes (CCTCC AB91102) por Pi j. y cols, 2016 [125]
donde analizaron la eliminaciéon de varios genes presentes en el operén hyc necesarios para la
formacion de la hidrogenasa-3 y examinaron su efecto en la produccién de bioH, comparandola
con la cepa parental. En sus resultados ellos describen un rendimiento de 0.886 mol de H, por
mol de glucosa para la cepa parental °, y no detectan produccién de H, en las cepas mutantes

atn con altos niveles de NADH, llegando a conclusiones similares a las de este trabajo.

Por otro lado en el trabajo de esta tesis se demostré que, ain sin poseer ningunos de los
genes necesarios para la formacién de la hidrogenasa-3, E. aerogenes es capaz de producir bioH,
en pequefias cantidades por una via diferente a la de formato, por lo que es necesario realizar
mas experimentos para determinar si la hidrogenasa-3 presente en estas bacterias por si sola es

activada por un aumento en la concentracion de NADH.

6Este valor no es comparable a los de este trabajo debido a que en sus medios de cultivo utilizaron triptona

y extracto de levadura, los que se han descrito que aumentan los niveles de producciéon de Hy [126, 127]
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4.6 Utilizacién de hidrolizado de paja de trigo para la pro-

duccién de bioH, con E. aerogenes.

4.6.1 Antecedentes par el uso de hidrolizado de paja de trigo para la produccién de

bioH, con E. aerogenes.

Como se explicé en la introduccion el hidrégeno molecular es considerado el combustible del
futuro que reemplazara a los de origen f6sil debido a que es amigable con el medio ambiente, tiene
una densidad energética mayor que cualquier otro combustible (142 KJ g™1) y porque que su
combustién produce sélo vapor de agua [128]. La produccién de H, se lleva a cabo principalmente
por el reformado de gas natural el cual es un proceso energéticamente demandante, no amigable
con el medio ambiente y debido a que para su funcionamiento se utilizan combustibles de origen
fosil, es una forma de produccién no-renovable [12]. Por otro lado, se ha descrito que dentro
de las formas de produccién de H,, la biolégica es la mas sustentable, limpia y ambientalmente
amigable [16, 14]. El bioH, generado de esta forma puede ser producido por microorganismos
tanto no-fotosintéticos como fotosintéticos, facultativos o anaerobios estrictos [129]. Dentro de
esta forma de produccion se encuentra la fermentacién independiente de luz conocida como dark
fermentation la cual es considerada la mas econémica y sustentable de dentro de esta categoria
[130].

Dentro de los recursos renovables que pueden ser utilizados para la produccién de bioH, se
encuentra la biomasa. Este recurso es considerado una fuente primaria, virtualmente inagotable
y ampliamente distribuido. Existen diferentes tipos de biomasa [94], dentro de esta se encuentra
la biomasa lignocelulésica que altimamente ha recibido una creciente atencién debido a que
es una materia prima carbono-neutral para la produccién de diferentes plataformas de energia
[6, 7, 8, 131, 132] que sumado a un bajo costo, una amplia distribucién y disponibilidad, hacen
a esta biomasa una de las mas atractivas para su utilizacién [16, 6]. Dentro de las biomasas
lignocelulésicas se encuentra el desecho de la industria del trigo conocido como paja trigo, donde
se ha descrito que para la obtencion de un kilogramo de trigo se consiguen 1.3 - 1.4 kilos de paja

de trigo con una produccién mundial de 529 millones de toneladas/afio [133].

La biomasa lignocelulésica consiste principalmente en hemicelulosa, celulosa y lignina [5]. El

proceso para poder utilizar este tipo de biomasa y generar bioH, es un gran desafio debido a
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su naturaleza intrincada y recalcitrante. Debido a lo anterior, son necesarios al menos tres pasos
secuenciales para poder aprovechar esta biomasa: i) pretratamiento fisico-quimico, ii) hidrélisis
enzimatica y iii) fermentacién anaerdbica. Existen diferentes tipos de pretratamientos cuyo obje-
tivo principal es desbaratar, descomponer y disociar la organizacién de la lignina, incrementando
el area superficial de la biomasa y su porosidad, junto con reducir la estructura cristalina de la
celulosa y permitir un mejor acceso de enzimas capaces de degradar la celulosa (celulasas, hemice-
lulasas y proteinas auxiliares). Estas enzimas son las encargadas de llevar a cabo la segunda etapa,
este proceso de hidrélisis enzimatica libera los aztcares desde la celulosa dejandolos en solucién.

Finalmente, estos azucares en solucién son utilizados por microorganismos para la generacién de
biOHQ.

Como se nombré anteriormente, existen diferentes tipos de pretratamientos donde destacan
los fisicos y los quimicos. Entre los pretratamientos quimicos, se encuentra la utilizacién de
métodos basicos, acidos, oxidativos entre otros [134]. Entre los pretratamientos con bases se
destaca la utilizacion de NaOH, Ca(OH),, KOH y NH3-H,O. Entre estos el hidréxido de sodio
(NaOH) es una de las bases mas populares, que ha sido utilizado tanto en la industria papelera
como para el pretratamiento de paja de trigo en la produccién de biogas [135, 136, 137] donde
se ha descrito que el uso de 2% de NaOH es suficiente para pretratar de forma eficiente la
paja de trigo [138]. Por otro lado, entre los pretratamientos oxidativos se encuentra el uso de
peréxido de hidrégeno (H,03) en condiciones basicas, donde se ha descrito diferentes condiciones
de operacién para obtener una biomasa eficientemente pretratada [139]. Junto con lo anterior,
se ha demostrado que la utilizacién de estos pretratamientos sobre materiales lignocelulésicos
genera diferentes productos secundarios téxicos (como furfural o hidréxi-metil-furfural [HMF])
que pueden inhibir el crecimiento celular, causar dafio al ADN, inhibir enzimas de la glicélisis y
producir dafios en la membrana celular [140, 141], ademas se ha descrito que la naturaleza de estos
productos secundarios como su concentracion dependen tanto del tipo de material lignocelulésico,

del pretratamiento, asi como de las condiciones de operacion [142, 143].

Por otro lado, la paja de trigo ha sido utilizado para la generacién de diferentes formas de
energia, utilizando distintos pretratamientos, asi por ejemplo se ha empleado para la produccion
de bioetanol con pretratamiento alcalino [138], una mezcla entre alcalino y acido [133] y uti-
lizando peréxido de hidrégeno [144, 145]. Para la produccién de bioH, se ha utilizado paja de

trigo pretratada con acido y fermentada con estiércol de vaca [146]. Junto con lo anterior, este
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material lignocelulésico ha sido utilizado dentro del concepto de biorefineria para la produccién de
hidrégeno, acetona, butanol y etanol partiendo de biomasa sin pretratamiento [147], o pretratado
de forma hidrotérmica para la produccién de etanol, hidrégeno y biogas [148]. Sin embargo poco
se sabe del efecto que tienen el uso de pretratamientos basicos y de basicos con peréxido de
hidrégeno sobre paja de trigo y su posterior utilizacién para la produccién de hidrégeno. Junto
con lo anterior, no hay informacién del uso de estos pretratamientos y su efecto en la cepa E.

aerogenes.

De acuerdo a los antecedentes planteados anteriormente, se propuso como objetivo principal
estudiar sobre el efecto que tienen los pretratamientos alcalino y alcalino con peréxido de hidrégeno
sobre la paja de trigo y su posterior fermentacién para la produccién de hidrégeno con cultivos

puros de E. aerogenes 2F.

La Figura 4.35 muestra una representacion esquematica del procedimiento experimental uti-

lizado para analizar el efecto que tiene cada pretratamiento y sus consecuencias en la produccion
de bioH,.

>

Fermentacion Batch

Procesamiento Pretratamiento Filtrado Hidrélisis

__________________________ Secado Enzimatica
Alcalino "
A Autoclave

- NaOH (0.5%; 1.0%; 2.0%)
- Agua destilada
- Paja de trigo (6.6%)

Molienda paja

- 25°Cx 3h

1
|
H
1
1
:
:
'
:
H
H
1
1
:
:
:
'
:
H
;
. Alcalino cor peréxido
:
H
'
H
H
'
'
:
:
'
:
i
H
'
'
.
:
'
'
:
H
'

de trigo E
" ' - Paja de
0" 11- Celluclgst
i _—— 1~ B-glugdsidasa
\@_/ " it - Xilap@se
(= N ¥
N—’ il )
“.' - H,0, (1.5%; 2.0%; 2.5%) EE E: :E- Hrolisado de paja de trigo;
~~—ry - Agué destilada n I-Lorno i 1} peptepa (10g/L) :
. - Pajh de trigo (6.6%) it (50°C O/N) 1- Extractq de levadura (5g/L);
Tamizado - pA 11.5 (NaOH) :: " e E. aerogexres '

Figura 4.35: Representacion grafica del procedimiento experimental para obtener bioH, a partir
de paja de trigo. En esta figura se muestra de manera secuencial (de izquierda a derecha) cada
uno de los procesos comenzando con el procesamiento de molienda y tamizado para finalizar en la
fermentacion anaerébica en modo batch. Cada proceso fue analizado para cuantificar y determinar

el efecto en cada una de las etapas.
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Efecto de los pretratamientos sobre la paja de trigo

La paja de trigo con un tamafio de particula de 500um fue sometida a dos tipos de pre-
tratamientos diferentes, el primero correspondié a uno llevado a cabo bajo condiciones basicas
utilizando NaOH a tres diferentes concentraciones finales (0.5%, 1.0% y 2.0 %) para luego ser
autoclavado. El segundo pretratamiento correspondié a uno llevado a cabo en tres condiciones
de estrés oxidativo en medio basico. El estrés oxidativo sobre la paja de trigo se logré agregando
peréxido de hidrégeno a tres concentraciones diferentes (1.5%, 2.0% y 2.5%) y ajustando el
pH a 11.5. Para determinar y cuantificar los componentes que predominan antes y después de
cada pretratamiento, se realiz6 una caracterizacion de la paja de trigo de acuerdo a los protocolos
propuestos por NREL (National Renewable Energy Laboratory) Laboratory Analytical procedure
(LAP) [60]. Para esto, el contenido de aziicares y lignina en cada muestra fue analizada a través
de HPLC. En la Tabla 4.16 se muestra el efecto de ambos pretratamientos en funcién de la
recuperacion de azicar y lignina y en la Tabla 4.17 se muestra el porcentaje de recuperacion de

biomasa después del cada pretratamiento (etapa de filtrado y secado en la Figura 4.35).

Efecto en la cantidad aziicares

Azicar total. Enla Tabla 4.16 se puede observar que los pretratamientos con 1.0 % y 2.0 %
de NaOH muestran los mayores niveles de azucares totales (sin mostrar entre ellos diferencias
significativas), correspondientes a 85.0 % y 85.1 % de la masa total respectivamente. La siguiente
concentracién de aziicares totales mas alta corresponde al pretratamiento con 0.5% de NaOH
con 75.5% en masa. Los pretratamientos con H,O, muestran los menores niveles de azicares
totales con 63.7 %, 58.7% y 59.6 % en masa para las concentraciones de 1.5%, 2.0% y 2.5%

de H,0, respectivamente, sin mostrar diferencias significativas entre ellos.

Glucosa y hemicelulosas Al analizar los azicares por separado se puede ver que al aplicar el
tratamiento alcalino con NaOH, la concentracién de glucosa se incrementa conforme aumenta la
concentracion de NaOH. Este aumento en la concentracién de glucosa se puede deber a que esta
es menos susceptible a la degradacién en este tipo de medios [149]. Por otro lado, con respecto
a las hemicelulosas (xilosa y arabinosa) al aumentar la concentracién de NaOH se advierte una
disminucién en su concentracién asociada a pérdidas por reacciones de degradacién que ocurren

en este tipo de medios debido al peeling reaction [150] En el caso del pretratamiento con H,0O»,
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la concentracién de 1.5% muestra los mejores resultados para glucosa, obteniendo 47.4 % en
masa de la paja de trigo pretratada, siendo esta diferencia significativamente diferente a las otras
dos concentraciones utilizadas. La diferencia antes observada posiblemente se deba a una mejor
degradacién de la lignina al estar mas cerca de la razén peréxido/biomasa ideal (0.22, 0.30 y 0.34

para las concentraciones 1.5%, 2.0 % y 2.5 % respectivamente) [151].

Tabla 4.16: Composiciéon porcentual de la paja de trigo antes y después del pretratamiento. Los

valores se encuentran expresados como porcentajes del peso total.

Pretratamientos

Componente Control NaOH H, 0,

0.5% 1.0% 2.0% 1.5% 2.0% 2.5%
Glucosa 32.0+0.0 45.1+0.0 52.7+1.9 57.7+0.6 47.4+0.9 43.7+2.0 43.7+15
Xilosa 13.940.3 27.14+0.1 29.3+1.2 24.9+40.2 13.5+1.4 12.2+1.4 13.1+0.3
Arabinosa 1.7940.0 3.2440.0 2.96+0.1 2.54+0.0 2.82+0.0 2.86+0.1 2.75+0.0

Lignina acido Insoluble* 22.94+0.2 17.440.3 11.340.4 9.504+0.1 21.44+0.1 21.940.1 21.34+0.2
Lignina acido Soluble®  2.464+0.0 0.74+0.1 0.55+0.1 0.514+0.0 1.27+0.1 1.2440.1 1.29+0.0
Lignina Total® 25.4 18.1 11.8 10.0 22.7 23.1 22.6

Azicar Totald 47.7£0.3 755+0.1 85.0+3.2 85.1+£0.6 63.7+£1.7 58.7+£29 59.6+1.7

3 Acido insoluble corresponde a la fraccién de lignina que no se disolvié por el tratamiento acido.
b Acido soluble corresponde a la fraccién de lignina que fue disuelta por el tratamiento acido.

¢ Corresponde a la suma de lignina soluble e insoluble.

d Corresponde a la suma de todos los aziicares determinados.

Efecto en la cantidad de lignina

En la Tabla 4.16 se puede observar, que los dos pretratamientos muestran una disminucion en
la cantidad de lignina recuperada en comparacién al control sin tratar (P < 0.05). Las menores
concentraciones de lignina se observan en el pretratamiento alcalino con NaOH (0.5 %, 1.0 %,
2.0%), donde se logran ligninas totales de 18.1%, 11.8% y 10 % del peso total respectivamente
(p < 0.05), estos valores corresponden a pérdidas del 28.4%, 53.4% y 60.6 % de la lignina
presente en la misma masa del control sin tratar. Por lo tanto, a mayor concentracién de NaOH
menos lignina se recupera, posiblemente debido a una mayor exposicién de las fibras de celulosa
[138]. Tomando en consideracién la biomasa que se pierde durante el proceso (Tabla 4.17), las

mediciones corresponden al 39.4 %, 19.9 % y 14.5 % de la lignina presente antes del pretratamiento
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Tabla 4.17: Porcentaje de biomasa recuperada después del pretratamiento (etapa de filtrado y

secado), de acuerdo a la cantidad de biomasa inicial. n = 3

Pretratamiento Recuperacion

NaOH

0.5% 55.1%
1.0% 42.8%
2.0% 36.7 %
H202

15% 64.4 %
2.0% 64.7 %
2.5% 64.3 %

con NaOH al 0.5%, 1.0% y 2.0 % respectivamente.

Por otro lado, como se nombré anteriormente, en el pretratamiento alcalino con H,O,, se
utilizaron tres concentraciones (1.5 %, 2.0 % y 2.5 %) para obtener razones de peréxido/biomasa
cercanas o superiores a 0.25 en peso, para obtener de esta forma deslignificaciones eficientes
[151]. En la Tabla 4.16 se puede observar que las concentraciones estudiadas muestran valores
relativamente altos de lignina similares al control (P < 0.05), estos valores correspondieron a
22.7%, 23.1% y 22.6 % para las concentraciones de H,O, 1.5%, 2.0 % y 2.5 % respectivamente.
La cantidad de lignina hallada corresponde a pérdidas de 10.5 %, 8.9% y 10.7 % comparando la
misma masa del control sin tratar. Al analizar los resultados de estas concentraciones juntas no
se aprecian diferencias significativas entre ellas. Por consiguiente, tomando en consideracién la
biomasa que se pierde durante el proceso (Tabla 4.17), implica que las concentraciones halladas
Tabla 4.16 corresponden al 57.6 %, 58.9 % y 57.4 % de lignina presente antes del pretratamiento
con H,O, para las concentraciones 1.5 %, 2.0 %, 2.5%, respectivamente. Sin embargo, si bien
con este pretratamiento se observan altas concentracion de lignina, estos anélisis no entrega
informacién sobre el efecto que tiene el estrés oxidativo en la organizacién de la lignina, el cual
se observa al realizar los experimentos de sacarificacién y poner la paja de trigo en contacto con

las enzimas hidroliticas.
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Sacarificacién.

La liberacién de azicares fermentables, llevado a cabo en la etapa de la hidrélisis enzimatica,
es uno de los factores mas importantes para determinar el éxito de un pretratamiento y su futura
utilizacién. Con el objetivo de determinar el efecto de cada pretratamiento en la hidrdlisis enzima-
tica, las muestras fueron puestas en contacto con tres diferentes enzimas comerciales (celulasa,
glucosidasa y xilanasa) (Figura 4.36). Durante la realizacién de la hidrélisis enzimatica se tomaron
muestras de manera constante para determinar y cuantificar la liberacién de azicares durante el
proceso. Las muestras obtenidas fueron analizadas por HPLC para determinar y cuantificar su
composicién, de manera adicional se midi6 la cantidad de azucares totales realizando un ensayo
de DNS para determinar la cantidad total de extremos reductores. En la Figura 4.36 se observa
el analisis realizado a las 74 horas de comenzada la hidrdlisis (punto donde se detuvo el proceso
debido a que una de las muestras habia alcanzado el 100 % de conversién de azicares). Como
se puede observar en esta figura, el pretratamiento que libera mayor cantidad de azicares es el
alcalino y se advierte que a mayor concentracién de NaOH se produce una mayor liberacién de
azlcar a los tiempos estudiados, logrando azucares totales de 6.0, 8.0 y 8.7 mg mL~! para 0.5 %,
1.0% y 2.0% de NaOH respectivamente. Los porcentajes de conversién de azicar experimental
en comparacién a la tedrica corresponden al 79.9%, 94.3% y 100 % para el pretratamiento al-
calino a 0.5%, 1.0% y 2.0 % de NaOH respectivamente. Los azicares totales liberados desde la
pajas de trigo tratada con H,O, en medio alcalino, corresponden a 4.2, 4.0y 4.2 mg mL™! para
1.5%, 2.0% y 2.5 % de H,O, respectivamente. En comparacién al azlcar tedrica, los porcentajes
de conversién corresponden a 61 %, 62.6 % y 65.2 % para las concentraciones de 1.5%, 2.0% y

2.5% de H,0, respectivamente.

Junto con determinar la cantidad total de aziicar, se determiné la naturaleza de estos. En la
Figura 4.36 se puede observar que los aziicares que se encuentran en esta sacarificacién corres-
ponden a glucosa y xilosa, siendo glucosa la mas abundante en cada pretratamiento. En relacion
a estos resultados, se ha descrito que la presencia de lignina en estos procesos actiia como una
barrera que restringe el acceso de las enzimas a la celulosa [152], y por lo tanto, es de esperar
que aquellos pretratamientos que generan mayor eliminacién de lignina presenten una mayor hi-
drdlisis enzimatica, conjuntamente a una mayor liberacién de azicares. Lo anterior se observa en
el pretratamiento alcalino con NaOH donde se obtiene una mayor eliminacién de lignina (Figura
4.16).
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Produccién de bioH, a partir de hidrolizado de paja de trigo

Los experimentos fueron llevados a cabo en modo batch a 37 °C por 16 horas, conteniendo
1% en masa de hidrolizado de paja trigo como sustrato. El pH fue ajustado al inicio de la
fermentacién a 6.3 unidades y no fue controlado durante el experimento. Los cultivos fueron
monitoreados continuamente para cuantificar metabolitos finales y densidad celular. Por otro
lado, el gas generado fue colectado y medido a través del sistema de desplazamiento de una
columna de agua. La composicién del gas generado se caracterizé en un cromatégrafo de gases

de acuerdo a lo planteado en materiales y métodos.

En la Figura 4.37 se puede observar la curva de crecimiento (ODggp), €l gas generado por
hora (mL h™1) y la cantidad de bioH, (mmol Hy g cii,.c)- En esta figura se observa que en las
fermentaciones realizadas con paja de trigo pretratada con NaOH se obtiene una mayor densidad
celular en comparacién al pretratamiento con H,O, (p < 0.05), siendo las concentraciones de
1.0% y 2.0 % de NaOH donde se logran las mayores densidades celulares, no existiendo diferencias
significativas entre ellas. Por otro lado, las densidades celulares alcanzadas para cada una de las
concentraciones probadas del pretratamiento con H,O, no mostraron diferencias significativas
entre ellas (p < 0.05). De estos resultados se puede desprender que el comportamiento en la
densidad celular es consistente con la cantidad de azlcares presentes en las fermentaciones y es

necesario analizar la presencia de inhibidores que estén influyendo en el crecimiento celular.

126



4.6. PAJA DE TRIGO CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

NaOH H,O,
(a) ' ()
0.5% 1.5%
1.0- ‘50 (5
] I lg 3
0.8 40 4 3
) =X
g 0.6 30 b3 T
(=] 3 «Q,
© 04 20 Si2 9"
=~ c
&
0.2 f % ;ié 10 |1
0.0’ Lo Lo
0 4 8 12 16 0 4 8 12 16
Tiempo(h) Tiempo(h)
(b) . (e) o
1.0- 1.0% 2.0% 50 5
| I l4 3
0.8 4 4 3
[0 =3
g 0.6 30 b3 T
© = "
[a) '?; Q.
[e] 0.4 +20 E r2 8
<
o
0.2 E Bg;:c 10 f1°
0.0 -0 -0
0 4 8 12 6 0 4 8 12 16
Tiempo(h) Tiempo(h)
(c) 0 (f) 9
Lo. 2.0% 2.5% 5 5
| 4 3
0.8 4 43
ol ¢
g 06 3063 7T
() ’§ Q.
© 04 20528
~ <
&
0.2 l10 1
0.0 0 0
0 4 8 12 16 0 4 8 12 16
Tiempo(h) Tiempo(h)
Crecimiento celular O Gas (mL.h?) H, A Produccién de bioH,

Figura 4.37: Efecto de los pretratamientos analizados en la produccion de bioHs. A la izquierda
se encuentran los resultados para el pretratamiento alcalino y a la derecha para el pretratamiento

con H,O5 alcalino. En la parte inferior se encuentra la nomenclatura utilizada.

La mayor produccién de bioH, se obtiene en la fase logaritmica tardia o a principio de la fase

estacionaria de crecimiento a partir de donde paulatinamente va disminuyendo, estos resultados
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son consistentes con las fermentaciones realizadas en medio rico LB y medio minimo suplementado
con glucosa (datos no mostrados) y resultados en otras publicaciones [105]. En el caso de las
fermentaciones utilizando paja de trigo pretratada con NaOH tanto las concentraciones 1.0 % y
2.0% de NaOH exhiben la mayor produccién de bioH, (3.06 y 2.97 mmol Hy g g, por hora,
respectivamente) no mostrando diferencias significativas entre ambos (p < 0.05). En el caso
del pretratamiento con H,O,, la mayor produccién de bioH, se observa en las fermentaciones
llevadas a cabo con paja de trigo pretratada con 1,5% de H,0, (2.50 mmol Hy g .. POr
hora), la produccién en esta concentracién es significativamente mayor que en las otras dos
condiciones probadas de H,O, (p < 0.05). La comparacién de las producciones de bioH; entre
los pretratamientos con mayor produccién de bioH, (1.0 %, 2.0% de NaOH y 1.5% de H,0,),

evidencia que entre estos valores no existe diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

Como se nombré anteriormente, se ha visto que la presencia de productos secundarios ge-
nerados durante el pretratamiento pueden tener diferentes efectos negativos en el proceso de
fermentacién, entre estos destacan la disminucidn del crecimiento celular, dafio al ADN, inhibi-
cién de enzimas de la glicolisis y dafios en la membrana [140, 141]. Para analizar la posibilidad
de que la presencia de estas moléculas estuviese generando las diferencias observadas en la fer-
mentaciones con el hidrolizado de las pajas de trigo, se buscé la presencia de furfural y 5-hidroxi-
metil-furfural (HMF), los cuales derivan de la degradacién de xilosa y glucosa respectivamente
[153]. Las muestras fueron analizadas a través de HPLC mostrando resultados negativos para las
moléculas buscadas, estos resultados posiblemente se deban a que las moléculas se encuentran
fuera del rango de deteccién o por su metabolizacién a compuestos furfaricos menos tdxicos
[154, 155]. Las hipétesis anteriores deberan ser probada, no obstante cabe destacar que se ha
sugerido que algunas bacterias productoras de H, podrian ser mas sensibles a estos productos
secundarios que otros microorganismos [156], por lo que es posible que la presencia en concen-
traciones traza genere la diferencias encontradas. Por otro lado, se ha visto que en presencia
de estos inhibidores las bacterias son capaces de degradar la fuente de carbono del medio para
producir otros productos como lactato, etanol y propionato en perjuicio de la via de produccion
de bioH; [157, 158, 159, 160]. Para analizar esta posibilidad se analizaron las concentraciones de

metabolitos secundarios generados en las fermentaciones realizadas anteriormente.
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Analisis de productos metabdlicos secundarios en las fermentaciones con hidrolizado

de paja de trigo

Para analizar el estado fisiol6gico que tenian las bacterias en las fermentaciones con el hidro-

lizado de paja de trigo, se tomaron alicuotas de los cultivos y se analizaron por HPLC para la
deteccién y cuantificaciéon de productos metabélicos secundarios. Los resultados de este anélisis se
muestran en la Tabla 4.18, expresados como la concentracién de metabolitos (mM) encontrados
al final de la fermentacién. Por otro lado, en la Figura 4.38 se muestra un grafico de los princi-
pales metabolitos desde que comienza el proceso de produccién de bioH, (flechas horizontales),
indicando ademas el punto de mayor produccién de bioH; (flechas verticales).
En relacién al comportamiento de E. aerogenes 2F en los hidrolizados provenientes de la paja de
trigo pretratada con NaOH, la produccién de succinato es similar en las tres concentraciones uti-
lizadas y no muestran diferencias estadisticamente significativas. Este comportamiento también
se observo en los cultivos bacterianos cultivados con hidrolizados provenientes del pretratamiento
con H,O, (P < 0.05).

En relacién a la producciéon de lactato, al final de la fermentacion, no se observa diferencias
entre los hidrolizados de paja de trigo pretratadas con las tres concentraciones de NaOH (Tabla
4.18, P < 0.05). Durante la fermentacién en este medio, el lactato aumenta conforme avanza la
fermentacién con una leve acentuacién durante la produccién de bioH,, en este punto los pretra-
tamientos con 1% y 2% de NaOH son los que muestran mayores niveles produccién de lactato
(P < 0.05) (Figura 4.38), sin embargo estas diferencias se acortan al final de la fermentacion y
como se nombré anteriormente, las tres concentraciones de NaOH utilizadas muestran valores de
lactato similares (Tabla 4.18). Por otro lado, con respecto a los resultados obtenidos los hidro-
lizados provenientes del pretratamiento con H,O,, se observa una mayor abundancia de lactato
con el pretratamiento de 1.5% en comparacién a 2% y 2.5% de H,O, (p < 0.05) (Tabla 4.18).
Durante el proceso fermentativo, en cambio, con el hidrolizado que se logra mayor produccién de
lactato (durante el punto de mayor produccién de bioH,), es el de 2.5 % de H,0, (Figura 4.38),
por lo que la mayor acumulacién de lactato observado en la Tabla 4.18 se debe a que este se

produce en tiempos mas tempranos de la fermentacién anaerébica.

En el caso del formato, este presenta el comportamiento visto en otras fermentaciones donde
inicialmente se acumula para luego empezar a ser consumido, lo que conlleva un aumento en la

produccién de bioH, y un cambio en el pH (datos no mostrados). Los resultados muestran que
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realizando fermentaciones con paja de trigo pretratada con 2% NaOH se acumula mas formato
(Tabla 4.18) el cual puede estar disponible para la generacién de bioH,. Sin embargo, se observa
en este pretratamiento que las bacterias consumen menos formato en comparacién a las otras dos
concentraciones de NaOH utilizadas. Este efecto se observa en el punto de mayor produccién de
bioH, (flechas verticales en la Figura 4.38) es por esta razén que se logra una mayor concentracién
final de formato (Tabla 4.18). Las condiciones que permiten a E. aerogenes consumir mas formato
son 1% seguido de 0.5 % de NaOH. Estos resultados sugieren que las fermentaciones realizadas
con hidrolizados de paja de trigo pretratada con 2% de NaOH se promueve la produccién de
bioH, por una via diferente a la de formato, debido a que por unidad de peso seco de bacterias se
genera la misma cantidad de bioH, tanto con el pretratamiento de 1% y 2% de NaOH (Figura
437 P < 0.05).

Tabla 4.18: Productos metabdlicos finales de la fermentacién con paja de trigo para cada uno de

los pretratamientos.

Metabolito (mM)

Pretratamiento

Succinato Lactato Formato Acetato  Propionato Isobutirato

NaOH [ %]
0.5 0.49+0.04 2.64+0.07 1.724+0.06 1.80+0.06 3.40+£0.3 1.40+0.19
1.0 0.48+0.02 2.75+0.00 1.794+0.17 1.74+0.01 3.53+0.12 1.59+0.15
2.0 0.474+0.03 2.64+0.07 2.054+0.27 1.64+0.07 3.09+£0.05 1.80+0.04

H20, [ %]
1.5 0.4840.01 2.46+0.00 1.554+0.00 1.77+0.00 4.49+£0.00 1.76+0.00
2.0 0.46+0.02 2.164+0.12 1.5240.02 1.44+0.01 3.4240.00 1.91+0.30
25 0.49+0.01 2.184+0.09 1.904+0.04 1.72+0.02 3.324+0.04 1.85+0.16

Por otro lado, al analizar el formato generado en las fermentaciones con los pretratamientos
con H,O,, se puede ver que con 2.5% de H,O, se produce una mayor abundancia de este
metabolito en comparacién a las otras dos concentraciones (Tabla 4.18, p < 0.05). Junto con lo
anterior, en esta concentracién se produce el mayor consumo de formato durante la produccién
de bioH, en comparacién a las otras dos concentraciones que sin embargo no se ve reflejado en
una mayor produccién de bioH,, debido a que la mayor produccién por unidad de masa de células

se logra con los hidrolizados tratados con 1.5 % de H,O, (Figura 4.37). Estos resultados sugieren
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que en las fermentaciones llevadas a cabo con la paja de trigo pretratada con 1.5 % de H,0O; se

promueve en mayor medida la produccién de bioH, por una via diferente a la via del formato.

En relacién a la abundancia de acetato para los experimentos realizados con el hidrolizado
proveniente del pretratamiento con NaOH, se observa en la Tabla 4.18 que las tres concentraciones
usadas logran abundancias similares (p < 0.05) y ademas se observa en la Figura 4.38 que durante
el desarrollo de la fermentacién el acetato acumulado es consumido en el periodo de produccién
de bioH,. Al comparar las tres concentraciones de NaOH empleadas, El mayor consumo de este
metabolito se logra en las fermentaciones realizadas con los pretratamientos de 1% y 2% de
NaOH (p < 0.05). Por otro lado, para el caso de las fermentaciones llevadas a cabo con paja
de trigo pretratada con H,0,, tanto la biomasa expuesta a 1.5% como con 2.5% de H,0,
muestran las mayores abundancia de acetato en comparacién al 2% (p < 0.05). Al igual que lo
sucedido con el pretratamiento de NaOH, al comenzar a generar el bioH,, el acetato se comienza
a consumir. Los resultados obtenidos con el uso de hidrolizado de paja de trigo con ambos
pretratamientos muestran que el acetato se empieza a consumir en etapa logaritmica tardia y
estacionaria, posiblemente debido a que a estos tiempos de crecimiento celular se consumié todo el
azicar presente en el medio de cultivo y es necesario realizar un switch metabélico para comenzar
el consumo de acetato [161], consiguiendo de esta forma obtener energia de mantenimiento aun

en etapa estacionaria, permitiendo la obtencién de bioH, sin crecimiento celular asociado.

En cuanto a la produccién de propionato, tanto 0.5% como 1% de NaOH exhiben mayor
concentraciéon en comparacién al 2% de NaOH (p < 0.05). En relacién al comportamiento
presentado durante la fermentacién, el propionato se acumula paulatinamente mientras se genera
bioH,. Junto con lo anterior, en la Figura 4.38 se puede apreciar que para las fermentaciones
realizadas con biomasa pretratada con NaOH (1.0 % y 2.0 %), en el punto de mayor produccién de
bioH, (flechas verticales) se logra un maximo de generacién de propionato, en cambio con 0.5 %
de NaOH el maximo de propionato se logra en el momento en que se comienza a generar bioH,.
Por otro lado, en los experimentos realizados con H,O,, se observa que con la concentracién
de 1.5% de H,O, se logra una abundancia de propionato mayor en comparacién a las otras
dos concentraciones (p < 0.05). Si bien la acumulacién de propionato es importante durante
la etapa de produccién de bioH,, este se acumula durante toda la curva de crecimiento. Cabe
destacar que luego de alcanzar la maxima produccién de propionato se observa paralelamente una

correspondiente reduccién en la produccién de bioH,. Estos resultados concuerdan con previos
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reportes donde se ha descrito que la produccién de propionato se relaciona con un efecto adverso

en la generacién de bioH; [158, 162] o donde baja produccién de propionato se relaciona con una

mayor produccién de bioH; [163].
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Figura 4.38: Efecto de los pretratamientos analizados en los metabolitos presentes en la fermen-

tacion anaerobica con hidrolizado de paja de trigo. A la izquierda se encuentran los resultados

para el pretratamiento alcalino y a la derecha para el pretratamiento con H»O» alcalino. En la

parte inferior se encuentra la nomenclatura utilizada. La flecha horizontal simboliza el inicio de la

detecciéon de bioHsy, por otro lado, la flecha vertical indica el punto de mayor produccién de bioHs.
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En relacién a la produccién de isobutirato, este presenta un comportamiento similar en todas
las fermentaciones independiente del tipo de sustrato utilizado y se consume durante la fase
logaritmica, para luego acumularse en la fase estacionaria. En el caso del pretratamiento alcalino
se logra una mayor concentracién con 2% de NaOH. Por otro lado, para el pretratamiento con

H20O, la concentracién de isobutirato es similar para todas las concentraciones usadas (p < 0.05).

Por altimo se analizé la presencia de etanol (Tabla 4.19). Para esto se realizé el analisis en
la produccién volumétrica o productividad de etanol (g L=' h=!). En esta tabla se observa que
con el uso de hidrolizado de paja de trigo pretratado con 1.0% y 2.0 % de NaOH se obtienen
valores de 0.20 (g L™* h™!) para las dos concentraciones de NaOH (sin diferencias entre ellos,
P < 0.05), siendo estos valores ademas, estadisticamente diferentes a los obtenidos con paja de
trigo pretratada con 0.5% de NaOH. En cuanto a la productividad volumétrica obtenida con el
pretratamiento con H,0,, se observa que con 1.5% de H,O, se obtienen los mayores valores
(0.15 g L= h™1) y que entre 2.0% y 2.5% de H,O, no existen diferencias significativas con
valores de 0.10 y 0.08 g L=t h™! respectivamente.

Las productividades de etanol obtenidas en este trabajo, utilizando E. aerogenes 2F, presen-
tan valores similares a otras publicaciones donde también utilizan hidrolizado de paja de trigo
como sustrato para la produccion de etanol, pero utilizando microorganismos y pretratamientos
diferentes. Asi por ejemplo con el uso de bacterias ( Thermoanaerobacter BG1L1) y wet-oxidation
como pretratamiento se obtienen 0.2 g L™! h™! [164]. Junto con lo anterior, la utilizacién de
levaduras en la fermentacién aumenta la productividad a 0.25 utilizando pretratamiento biolégico
con Trichoderma viride y Pachysolen tannophylus para la fermentacién [165]. Nigam, 2001 [166]
obtuvo 0.27 g L=! h~! utilizando un pretratamiento acido seguido de uno alcalino para luego
fermentar con Pichia stipitis. Por otro lado, con la utilizacién de un pretratamiento hidrotermal

y S. cerevisiae para la fermentacién se pueden obtener 1.16 g L™! h=! [167].

En la Tabla 4.19 también se muestran dos diferentes tipos de unidades para representar la
producciéon de H, para cada uno de los pretratamientos analizados. La primera corresponde al
volumen de H, que se genera por gramo de paja de trigo en un litro de cultivo (mL H, g ,;alja_trigo
L=1). Al analizar los resultados utilizando este tipo de unidad se observa que la utilizacién de
paja de trigo proveniente del pretratamiento con NaOH genera el mayor volumen de H,. Entre
estos pretratamientos el uso de 1.0% y 2.0 % de NaOH ayudan a obtener los mayores valores,

con 190.63y 211.69 mL H, g ;alja_trigo L~ sin mostrar diferencias significativas entre ellos (P <
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Tabla 4.19: Produccion de etanol de la fermentacién con paja de trigo para cada uno de los
pretratamientos. En esta tabla se muestra la tasa de producciéon volumétrica o productividad de
etanol, este valor fue calculado tomando la mayor concentracién en la produccién de etanol en un

intervalo de tiempo.

Produccién

Pretratamiento Etanol Produccién de hidrégeno

(gL'h™Y) (mLHyg F*,aljaitrigo L= (mmol Hy h=1 L71)

NaOH [ %]
0.5 0.124+0.02 106.83+9.46 0.051+0.002
1.0 0.2040.02 190.63+6.82 0.151+0.021
2.0 0.2040.00 211.6945.74 0.166+0.004
H202 [%]
15 0.154+0.02 97.20+3.64 0.081+0.005
2.0 0.10+0.01 72.01£0.09 0.035+0.004
2.5 0.0840.00 69.97+2.14 0.047+0.008

0.05). Junto con lo anterior con el uso de 0.5 % de NaOH se obtienen voltimenes de H, similares a
los que se logran con el pretratamiento de 1.5 % de H,0,, los que corresponden a 106.83 y 97.20

mL Hy g L~ respectivamente (P < 0.05). Por otro lado, con la utilizacién de paja de

Paja-trigo
trigo pretratada con 2.0 % y 2.5 % de H,O, se obtienen los menores volimenes de H, con 72.01 y
69.97 mLHy g ,;alja_trigo L~! respectivamente. Los resultados que se obtienen con la utilizacién de
paja de trigo con cada uno de los pretratamientos y la posterior fermentacion con E. aerogenes 2F
derivan en volimenes de H, mayores que otros trabajos que también utilizan paja de trigo como
sustrato para la produccién de Hy. Zelun Zhi y Hui Wang (2014) [168] utilizan pretratamiento
biolégico con hidrdlisis y fermentacion simultanea con Clostridium perfringens para la produccion

de H, y obtienen 78.5 mL H, g ;alja_trigo L=1. Nima Nasirian (2011) [169] lograron 141 mL H, g

-1

-1 o . L, . . . T ., . L,
Paja_trigo L Utilizando pretratamiento acido seguido de hidrdlisis y fermentacién simultaneacon

una mezcla de microorganismos.

La segunda forma de mostrar la produccién de Hj, corresponde a los mmol de H, que se
generan en un litro de cultivo en una hora (mmol Hy h™ L™1). En la Tabla 4.19 se muestra el

mejor de los rendimientos para cada uno de los pretratamientos. En estos resultados se observa
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un comportamiento similar a lo encontrado anteriormente, los mejores rendimientos por hora se
obtienen con 1.0% y 2.0% de NaOH correspondiente a 0.151 y 0.166 mmol Hy h=! L=t (sin
diferencias significativas, P < 0.05). junto con lo anterior, con la utilizacién de paja de trigo
pretratada con 0.5% de NaOH para la fermentacién se logran 0.051 H, h=! L~!, este valor no
muestra diferencias significativas con los valores que se obtienen con los pretratamientos con
H,0, que corresponden a 0.081, 0.035 y 0.047 Hy h=! L~! para las concentraciones de 1.5 %,
2.0% y 2.5 % respectivamente. Al comparar los resultados de este trabajo con otros que también
utilizan hidrolizados de paja de trigo como sustrato para las fermentaciones, se puede mencionar
que con la utilizacién de hidrélisis y fermentacion simultanea empleando bacterias termofilicas se

obtiene una tasa de produccién de 0.11 mmol Hy h=t L=t [105].



CAPITULO b

CONCLUSIONES

Sélo la hidrogenasa-3 de las [Ni-Fe]-hidrogenasas se encuentra presente en la cepa E. ae-

rogenes.

Existe produccién de bioH, por una via diferente a la via de formato (formato independiente)

que no guarda dependencia con aumento intracelular de NADH.

La hidrogenasa-3 (Hyd-3) de las [Ni-Fe]-hidrogenasas es responsable de la mayor produccién
de biOHQ.

Los resultados sugieren una relacién no descrita hasta el momento entre NADH y el complejo

proteico Hyd-3 (formato dependiente).

Las modificaciones genéticas activan las vias anapleréticas para restaurar el balance redox,
lo que se traduce en una mayor produccién de succinato y un incremento de acetato y

etanol.

Las mayores producciones de bioH, se logran con el uso de hidrolizados de paja de trigo
provenientes de los pretratamiento con 1.0% y 2.0 % de NaOH y 1.5 % de H,0,.
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Anexo A

ANEXO A

A.1 Biologia de sistemas y MFA

Para realizar un anélisis de flujos metabélicos es necesario generar en primera instancia una
representacién matematica de las reacciones metabdlicas en forma de una matriz numérica con
los coeficientes estequiométricos balanceados de cada reaccién. La informacion contenida en
los coeficientes estequiométricos se representa de tal forma que se genera una matriz de m

metabolitos (columnas) y n reacciones (filas).

La medicion del balance de metabolitos en el tiempo se puede representar de manera vectorial,

con una matriz estequiométrica definida en la ecuacién (A.1) de la siguiente forma:

dx
—=S-v—0»b Al
dt Y (&.1)

Donde x es un vector de dimensién m, que corresponde a la concentracion de los metabolitos
dentro de la célula. Por otro lado v es un vector de n flujos metabdlicos, S representa la matriz
estequiométrica de dimensién m - n , y b es el vector de intercambio que representa el transporte

neto dentro y fuera del sistema metabdlico [52].

Las reacciones intracelulares poseen una alta tasa de intercambio, por lo que si existen pertur-
baciones en el sistema, estas se ajustaran rapidamente a nuevos niveles. Debido a esto se puede
suponer que la concentraciones de los metabolitos no cambia en el tiempo y se encuentran en un
pseudo-estado estacionario [170]. Bajo esta suposicién, el balance de masa de cada metabolito,

se puede describir como un sistema de ecuaciones lineales homogéneo de la forma:
S-v—b=0 (A.2)
S-v=b (A.3)
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A.1. BIOLOGIA DE SISTEMAS Y MFA ANEXO A. ANEXO A

La matriz S obtenida para los MFA es del tipo dispersa (gran parte de sus elementos son ceros),
debido a que la mayoria de las reacciones involucran solo a unos pocos metabolitos. Ademas,
en un modelo metabdlico realista hay mas reacciones que metabolitos (n > m), es decir, hay
mas variables desconocidas y por lo tanto no existe una anica solucién. Para resolver un MFA,
es necesario definir los grados de libertad de la matriz (GL), que se definen como la resta entre
el nimero de reacciones y los metabolitos. Luego se deben comparar los GL con la cantidad de
especies medidas experimentalmente (ME), esto permite determinar si el sistema se encuentra
determinado (GL = ME), sobredeterminado (ME > GL) o subdeterminado (ME < GL). Esta
clasificacién es importante para determinar qué tipo de estrategia se debe utilizar para resolver
el sistema de ecuaciones. Los sistemas determinados se resuelven multiplicando el vector de

intercambio con la inversa de la matriz estequiométrica (ecuacion A.4).
v=S"1.b (A.4)

No obstante, la mayoria de las matrices estequiométricas no son cuadradas (igual nimero de filas

y columnas). En este caso la ecuacién (A.4) queda de la siguiente forma:
v={[ST-S]"'-ST} b (A.5)

En el caso de los sistemas sobredeterminados la resolucion se realiza multiplicando los dos lados
de la ecuacién por una pseudoinversa de la matriz estequiométrica (regresién lineal de minimos
cuadrados). Para los sistemas subdeterminados se utiliza programacién lineal, y para conocer
estos resultados es necesario introducir restricciones con un criterio de optimizacién como por

ejemplo maximizar la produccién de biomasa o la produccién de un producto particular.
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Tabla A.1: Codigo de los nucledtidos usados para el desarrollo de partidores degenerados.

Cédigo nucleotidico IUPAC

Base

A

Adenina

C

Citosina

G

Guanina

—~
o
C

~—

Timina (o Uracilo)

AoG

CoT

GoC

AoT

GoT

AoC

CoGoT

AoGoT

AoCoT

AoCoG

Z|I< T O w I XS v <=

Cualquier base

(o]
1

gap

Tabla A.2: Lista de la subunidad mayor de las de [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 1.

Microorganismo N° Acceso ! Anotacioén 2 Largo 3
Acidianus ambivalens DSM3772 Q8NKV3 hydL 628
Acidiphilium cryptum JF-5 Q2DD50 AcryDRAFT 1976 598
Acidobacteria bacterium Ellin345 Q1IIRO Acid345 4240 563
Actinobacillus succinogenes 1307 Q3EIG1 AsucDRAFT 1390 569
Alcaligenes hydrogenophilus P33374 hupL 621
Alkalilimnicola ehrlichei MLHE-1 QOAT717 Mlg 2028 595

Continta en la siguiente hoja

IN° acceso, corresponde al nimero de acceso proteico en nomenclatura UniProt.
2 Anotacion, corresponde al nombre del gen en nomenclatura UniProt.
3Largo, corresponde al niimero de aminoacidos
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ANEXO A. ANEXO A

Tabla A.2 — Continuacion de las [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 1

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Allochromatium vinosum Q4KVKO hydL 576
Anaeromyxobacter dehalogenans 2CP- | Q2IN69 Adeh 0478 LY
C
Aquifex aeolicus VF5 066895 mbhlL1 633
Aquifex aeolicus VF5 067092 mbh[2 564
Archaeoglobus fulgidus ATCC | 028891 AF 1380 569
49558 /VC-16/DSM 4304/JCM
9628 /NBRC 100126
Azorhizobium caulinodans ORS571 Q6PTB5 hupL 604
Azotobacter chroococcum str. med1 P18191 hupL 601
Azotobacter vinelandii ATCC | P21949 hoxG 602
13705/0P1/DSM 366/NCIB
11614/LMG 3878 /UW
Azotobacter vinelandii AvOP Q4IUQO0 AvinDRAFT 1759 602
Bradyrhizobium japonicum USDA 110 | P12636 hupB 596
Bradyrhizobium japonicum USDA 110 | Q9ANQ9 hupL 596
Bradyrhizobium sp. BTAil Q35NX1 BradDRAFT 6908 596
Bradyrhizobium sp. UPM1029 Z89 Q1KZV6 hupL 596
Bradyrhizobium sp. UPM1167 M5 Q1KZX4 hupL 596
Burkholderia vietnamiensis G4 Q4BRM7 Beepl1808DRAFT 7154 | 618
Campylobacter coli RM2228 Q4HHS1 CCO0676 571
Campuylobacter jejuni NCTC 11168 QOP8Z0 hydB 571
Campylobacter jejuni RM1221 Q5HHTJ7 hydB 571
Campylobacter lart RM2100 Q4HKM1 CLA1081 571
Campylobacter upsaliensis RM3195 Q4HQMG6 CUP0085 571
Carboxydothermus hydrogenoformans | Q3ABVT CHY 1545 475
7-2901
Chlorobium ferrooxidans DSM 13031 QOYQ63 CferDRAFT 0348 572
Chlorobium limicola DSM 245 Q44R93 ClimDRAFT 2250 D72

Contintia en la siguiente hoja
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Tabla A.2 — Continuacion de las [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 1

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Chlorobium phaeobacteroides BS1 Q4AMG63 Cphamn1DRAFT 2779 | 572
Chlorobium phaeobacteroides DSM 266 | Q43JF6 Cpha266DRAFT 2300 | 572
Citrobacter freundii Q46046 hyaB 597
Clostridium  acetobutylicum  ATCC | QIAMNS hupL 428
824/DSM 792/JCM 1419/LMG
5710/VKM B-1787
Clostridium beijerincki NCIMB 8052 Q2WRLS CbeiDRAFT 3283 486
Corynebacterium diphtheriae ATCC | Q6NIU3 DIP0673 581
700971 /NCTC 13129 /biotype gravis
CupriaVidus necator ATCC | P31891 hoxG 617
17699/H16/DSM 428 /NCIB
10442 /Stanier 337
CupriaVidus necator H16 Q7TWXQ3 PHGO065 603
Dechloromonas aromatica RCB Q47816 Daro_ 3988 598
Dechloromonas aromatica RCB Q478N3 Daro_ 3971 570
Dehalococcoides ethenogene 195 Q3ZA88 DETO0110 526
Dehalococcoides sp. BAV1 Q2DW84 DehaBAVIDRAFT 1260 526
Dehalococcoides sp. CBDB1 Q3ZWL5 hupL 526
d-proteobacterium MLMS-1 QINRBS MIdDRAFT 4184 504
d-proteobacterium MLMS-1 QINM23 MIdDRAFT 2844 515
Desulfitobacterium dehalogenans QIRPI2 hydB 516
Desulfitobacterium hafniense DCB-2 Q19173 Dhaf 2516 570
Desulfitobacterium hafniense DCB-2 Q194H5 Dhaf 1984 518
Desulfitobacterium hafniense DCB-2 Q19217 Dhaf 2430 517
Desulfitobacterium hafniense DCB-2 Q18R73 Dhaf 0609 465
Desulfitobacterium hafniense Y51 Q24VB4 DSY 2239 573
Desulfitobacterium hafniense Y51 Q24VQ3 DSY2100 517
Desulfitobacterium hafniense Y51 Q247F8 DSY0795 478

Continta en la siguiente hoja
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Tabla A.2 — Continuacion de las [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 1

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Desulfitobacterium hafniense Y51 Q24X55 DSY1598 518
Desulfomicrobium  baculatum — DSM | P13065 none 513
1743
Desulfotalea psychrophila LSv54/DSM | Q6AQR9 hynA 566
12343
Desulfotalea psychrophila LSv54/DSM | Q6ARY7 DP0159 499
12343
Desulfovibrio desulfuricans G20 QIAM32 hynA 554
Desulfovibrio desulfuricans G20 Q30ZG4 Dde 2135 488
Desulfovibrio desulfuricans G20 Q30ZG1 Dde 2138 568
Desulfovibrio desulfuricans G20 Q30UU7 Dde 3756 5H4
Desulfovibrio  fructosoVorans ATCC | P18188 hydB 563
49200/DSM 3604/ VKM B-1801/JJ
Desulfovibrio gigas P12944 hydB 550
Desulfovibrio vulgaris str. Miyazaki P21852 hydB 567
Desulfovibrio wvulgaris subsp. wvulgaris | QOEP67 DvulDRAFT 2626 488
DP4
Desulfovibrio vulgaris subsp. wvulgaris | QOELCS DvulDRAFT 1772 549
DP4
Desulfovibrio vulgaris subsp. wvulgaris | QOEP70 DvulDRAFT 2623 566
DP4
Desulfovibrio vulgaris subsp. wvulgaris | Q72AS0 hynA-1 566
str. Hildenborough
Desulfovibrio wvulgaris subsp. wvulgaris | Q728S7 hynA-2 549
str. Hildenborough
Desulfovibrio vulgaris subsp. wvulgaris | Q72AS3 hysA 510
str. Hildenborough
Escherichia coli 536 QOTDB6 ECP 3080 567
Escherichia coli 536 QOTJ88 ECP_0978 597

Contintda en la siguiente hoja
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Tabla A.2 — Continuacion de las [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 1

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Escherichia coli K12 POACEO hybC 566
Escherichia coli K12 POACDS8 hyaB 597
Escherichia coli O157:H7 Q8XC37 hyaB 597
Escherichia coli O6 O6:H1 Q8CVQ8 hybC 567
Escherichia coli O6 O6:H1 Q8FJ64 hyaB 597
Escherichia coli UTI89 Q1R701 hybC 567
Escherichia coli UTI89 Q1RDN9 hyaB 597
FlaVobacterium johnsoniae UW101 Q1XS81 FjohDRAFT 2101 578
Frankia alni ACN14A QORNS0 hupL1 597
Frankia sp. Ccl3 Q2JBMb Franccid 1942 597
Frankia sp. EAN1pec Q3W6M1 Franean1DRAFT 3143 | 573
Frankia sp. EAN1pec Q3W428 Franean1DRAFT 2066 | 596
Geobacter metallireducens GS-15 Q39QD0 Gmet_ 3331 566
Geobacter  sulfurreducens ATCC | Q74GX2 GSU0122 564
51573/DSM 12127/PCA
Geobacter  sulfurreducens ATCC | Q74F24 GSU0785 560
51573/DSM 12127/PCA
Geobacter uraniumreducens Rf4 Q2DLI7 GuraDRAFT 1652 569
Geobacter uraniumreducens Rf4 Q2DR34 GuraDRAFT 3055 560
Geobacter uraniumreducens Rf4 Q2DNV7 GuraDRAFT 2493 566
Halothermothriz orenii H 168 Q2AT40 HoreDRAFT 1955 484
Helicobacter acinonychis Sheeba Q17XT4 hyaB 578
Helicobacter hepaticus ATCC | Q7VK35 hyaB 576
51449/3B1
Helicobacter pylori ATCC | 025349 HP 0632 578
700392/26695
Helicobacter pylori HPAG1 Q1CTPO HPAG1 0615 578
Helicobacter pylori J99 Q9ZLK4 hyaB 578

Contintda en la siguiente hoja
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Tabla A.2 — Continuacion de las [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 1

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Lawsonia intracellularis PHE/MN1-00 | Q1MRS82 hyaB 602
Magnetococcus sp. MC-1 Q3XNTO Mmc1DRAFT 1091 567
Magnetospirillum magneticum AMB-1 | Q2W654 amb1647 567
Mannheimia succiniciproducens | Q65PZ2 hyaB 569
MBELS55E
Methanosarcina  acetivorans ATCC | Q8TRMS vhtA 596
35395/DSM 2834/JCM 12185/C2A
Methanosarcina  acetivorans ATCC | Q8TRN3 vhtA 595
35395 /DSM 2834/JCM 12185/C2A
Methanosarcina barker: str. fusaro Q46BG1 Mbar A1840 596
Methanosarcina barker:i str. fusaro Q46BF5 Mbar A1846 591
Methanosarcina mazei Gol Q8PV02 MM 2176 596
Methanosarcina mazei Gol Q50226 vhtA 591
Methanosarcina mazei Gol Q50249 vhoA 591
Methylococcus capsulatus | Q8RJII6 hupL 597
Bath/NCIMB 11132
Mycobacterium sp. JLS QIU3GT MjlsDRAFT 5003 598
Mycobacterium sp. KMS QI1TED4 MkmsDRAFT 1998 598
Mycobacterium sp. MCS Q1BA33 Mmecs 2143 598
Muycobacterium vanbaalenii PYR-1 Q25UN9 MvanDRAFT 1367 532
Oceanospirillum sp. MED92 Q2BLI4 MED92 11099 602
Oligotropha carbozidoVorans OMb5 033406 hoxL 603
Paracoccus denitrificans PD1222 Q3PJ20 PdenDRAFT 3944 597
Pectobacterium  atrosepticum  SCRI | Q6D7U7 hybC 564
1043/ATCC BAA-672
Pelodictyon luteolum DSM 273 Q3B2X5 Plut 1447 572
Pelodictyon phaeoclathratiforme BU-1 | Q3VLH1 PphaDRAFT 2214 572
Pelotomaculum thermopropionicum SI | Q1X4F5 none 482

Continta en la siguiente hoja
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Tabla A.2 — Continuacion de las [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 1

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Photobacterium sp. SKA34 Q2C478 SKA34 13050 567
Prosthecochloris aestuaric DSM 271 Q3VUY3 PaesDRAFT 1548 572
Pseudomonas hydrogenovora 38846 Q51862 hupL 622
Ralstonia metallidurans CH34 QI1LNU4 Rmet 1297 619
Rhizobium leqguminosarum bv. ViViae | P18636 hupL 596
128¢53
Rhodobacter capsulatus ATCC | P15284 hupL 597
33303/B10
Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 Q3JOL7 hupL 596
Rhodobacter sphaeroides RV 086468 hupL 596
Rhodococcussp. RHA1 QO0S7U6 RHA1 ro04604 597
Rhodoferax ferrireducensDSM 15236 Q21R14 Rfer 4091 568
Rhodopseudomonas palustris BisB18 Q20ZY0 RPC_ 3771 597
Shewanella frigidimarina NCIMB 400 | Q3NNK2 SfriDRAFT 1339 567
Shewanella oneidensis MR-1 Q8EF&7 hyaB 567
Shewanella putrefaciens CN-32 Q27P62 Sputcn32DRAFT 0512 | 567
Shewanellasp. ANA-3 Q36FL3 Shewana3DRAFT 2724 | 567
Shewanella sp. MR-4 QOHJ72 Shewmr4 1821 567
Shewanella sp. MR-7 QOHUR1 Shewmr7 2156 567
Shewanellasp. PV-4 Q33TI7 ShewDRAFT 1286 568
Shewanella sp. W3-18-1 Q2WXEF2 Sputw3181DRAFT 0450 567
Shigella boydiiSh227 Q31X21 hybC 567
Shigella boydiiSb227 Q31YN5H hyaB 597
Shigella dysenteriae SA197 Q32HT4 hyaB 568
Shigella dysenteriaeSd197 Q32C60 hybC 567
Shigella flexnerid 8401 QOT0Q3 hybC 567
Shigella flexnerib 8401 Q0T663 hyaB 597

Contintia en la siguiente hoja
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Tabla A.2 — Continuacion de las [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 1

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Shigella flexneriATCC | POACE2 hybC 566
700930/2457T /serotype 2a
Shigella flexneriATCC | POACD9 hyaB 597
700930/2457T /serotype 2a
Shigella sonneiSs046 Q3YXN9 hybC 567
Shigella sonneiSs046 Q3Z3ES8 hyaB 597
Solibacter usitatus ellin 6076 Q43708 AcidDRAFT 4001 598
Solibacter usitatus ellin 6076 Q44B06 AcidDRAFT 7272 566
Streptomyces avermitilis ATCC | Q93HH5 hydB 594
31267/DSM 46492/JCM 5070/NCIMB
12804/NRRL 8165
Syntrophobacter fumaroxidans MPOB | Q3N6G SfumDRAFT 3272 546
Thermofilum pendens Hrk 5 QOY597 TpenDRAFT 0047 596
Thiobacillus dentrificans ATCC 25259 | Q3SJ42 Thd 1375 596
Thiocapsa roseopersicina Q56360 hupL, 596
Thiocapsa roseopersicina BBS 051823 hydL 576
Thiomicrospira crunogenaXCL-2 Q31DZ6 Ter 2037 568
Thiomicrospira  denitrificans ATCC | Q30QL9 Tmden 1435 577
33889
Tabla A.3: Lista de la subunidad mayor de las de [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 2a.
Microorganismo N° Acceso ! Anotacion ? Largo) 3
Anabaena siamensis TISTR8012 Q84GM3 hupL 531

Continta en la siguiente hoja

IN° acceso, corresponde al nimero de acceso proteico en nomenclatura UniProt.

2 Anotacion, corresponde al nombre del gen en nomenclatura UniProt.

3Largo, corresponde al niimero de aminoacidos
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Tabla A.3 — Continuacion de las [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 2a

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Anabaena sp. PCC 7120 Q44216 hupL 531
Anabaena variabilis ATCC 29413 QI9ZAK?2 hupL 531
Anabaena variabilisATCC 29413 Q3M494 Ava_ 4595 531
Aquifex aeolicus VF5 066988 mbhlL3 416
Bradyrhizobium sp. BTAil Q35L01 BradDRAFT 5526 532
Chloroflexus aurantiacus J-10-fl Q3E284 CaurDRAFT 0072 545
Crocosphaera watsonii WH 8501 Q4BUZ7 CwatDRAFT 0516 531
Cyanothece sp. ATCC 51142 QO0ZAS6 hupLL 531
Dechloromonas aromatica RCB Q47C12 Daro_ 2889 505
Frankia alni ACN14A QORPQ1 hupL.2 537
Frankia sp. Ccl3 Q2JE34 Francci3 1076 535
Gloeothece sp. PCC 6909 Q841J7 hupL 531
Lyngbya aestuaric CCY 9616 Q2EJS7 hupL, 537
Lyngbya magjuscula CCAP 1446/4 Q846P6 hupL, 537
Magnetospirillum magneticum AMB-1 | Q2W8AT7 amb1114 512
bacterium vanbaalenis PYR-1 Q25UT7 MvanDRAFT 1321 536
Nostoc punctiforme PCC73102 068307 S/N 531
Nostoc sp. PCC 7120 Q8YZ11 hupL 531
Nostoc sp. PCC 7422 Q3C1T8 hupL 531
Oceanospirillum sp. MED92 Q2BJK9 MED92 09451 500
Sphingopyxis alaskensis RB2256 Q1J422 Sala_ 3198 547
Thiomicrospira  denitrificans ATCC | Q30QL7 Tmden 1437 417
33889
Trichodesmium erythaeum IMS101 Q10754 Tery 3368 534
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Tabla A.4: Lista de la subunidad mayor de las de |[Ni-fe] hidrogenasas del grupo 2b.

Microorganismo N° Acceso ! Anotacién 2 Largo 3
Alcaligenes hydrogenophilus M50 P94155 hoxC 485
Alkalilimnicola ehrlichei MLHE-1 QOAT35 Mlg 2010 482
Azorhizobium caulinodans ORS571 Q6PTBS hupV 490
Bradyrhizobium japonicum USDA 110 | Q45255 hupV 479
Bradyrhizobium sp. BTAil Q35NX3 BradDRAFT 6906 479
Burkholderia cenocepacia HI2424 Q4LGY94 Bcen2424DRAFT 0065 | 274
Burkholderia vietnamiensis G4 Q4BRP3 Beepl1808DRAFT 7139 | 485
Cupriavidus necator H16 PLASMID = | P95604 hoxC 485
megaplasmid pHG1
Dechloromonas aromatica RCB Q478P4 Daro_ 3960 472
Magnetococcus sp. MC-1 Q3XNUO MmclDRAFT 1082 484
Magnetospirillum magneticum AMB-1 | Q2W5X9 amb1942 481
Oceanospirillum sp. MED92 Q2BN59 MED92 03293 386
Oligotropha carbozido Vorans OMb5 Q6LB90 hoxV 484
Paracoccus denitrificans PD1222 Q3PJ17 PdenDRAFT 3947 477
Rhodobacter capsulatus ATCC | 086457 hupV 476
33303/B10
Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 Q3JOMO hupV 475
Rhodobacter sphaeroides RV Q53164 hupV 475
Rhodoferax ferrireducens DSM 15236 Q21QY4 Rfer 4121 496
Rhodopseudomonas palustris BisB18 Q20ZXT7 RPC_ 3774 480
Thiocapsa roseopersicina BBS Q3MKN9 hupV 481
Xanthobacter autotrophicus Py2 Q26N49 XautDRAFT 1556 485

IN° acceso, corresponde al nimero de acceso proteico en nomenclatura UniProt.
2 Anotacion, corresponde al nombre del gen en nomenclatura UniProt.

3Largo, corresponde al niimero de aminoacidos
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ANEXO A. ANEXO A

Tabla A.5: Lista de la subunidad mayor de las de [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 3a.

Microorganismo N° Acceso ! Anotacién 2 Largo 3
Methanocaldococcus jannaschic ATCC | Q60338 frhA 415
43067/DSM 2661/JAL-1/JCM
10045/NBRC 100440
Methanocaldococcus jannaschii ATCC | Q58137 MJO727 298
43067 /DSM 2661/JAL-1/JCM
10045/NBRC 100440
Methanococcus maripaludis S2/LL Q6LXG9 fruA 414
Methanococcus maripaludis S2/LL Q6LZ09 frcA 410
Methanococcus voltae DSM 1537 /PS Q00390 frhA 398
Methanococcus voltae DSM 1537 /PS Q00394 fruA 411
Methanoculleus marisnigr: JR1 QOYCNI1 MemarDRAFT 1795 455
Methanopyrus kandleri  AV19/DSM | Q8TWV0 MKO0931 416
6324/JCM 9639/NBRC 100938
Methanopyrus  kandleri  AV19/DSM | Q8TXX2 MKO0537 370
6324/JCM 9639/NBRC 100938
Methanosarcina — acetivorans ATCC | Q8TS32 frhA 456
35395/DSM 2834/JCM 12185/C2A
Methanosarcina barkeri fusaro DSM | 033161 Frh 456
804
Methanosarcina barkeri str. Fusaro P80489 frhA 455
Methanosarcina barker: str. Fusaro Q46A81 Mbar A2287 456
Methanosarcina mazei Gol Q8PSN4 MM 3045 455
Methanosphaera  stadtmanae DSM | Q2NES4 frhA 406
3091
Methanospirillum hungatei JF-1 Q2FTGH Mhun 2332 469

Continta en la siguiente hoja

IN° acceso, corresponde al niimero de acceso proteico en nomenclatura UniProt.
2 Anotacion, corresponde al nombre del gen en nomenclatura UniProt.
3Largo, corresponde al niimero de aminoacidos
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Tabla A.5 — Continuacion de las [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 3a

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Methanothermobacter —thermautotrop- | P19496 frhA 404
hicus Delta H
Arquea metanogénica RC-I QOW2B4 frhA 417
Arquea metanogénica RC-I QOW2X7 frhA 410

Tabla A.6: Lista de la subunidad mayor de las de [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 3b.

Microorganismo N° Acceso ! Anotacioén 2 Largo 3
Acidothermus cellulolyticus 11B Q2DXKO0 AcelDRAFT 1300 431
Azotobacter vinelandii AvOP Q4J218 AvinDRAFT 7310 429
Chlorobaculum tepidum ATCC | Q8KB95 hydA 424
49652 /DSM 12025/ TLS
Chlorobium chlorochromatii CaD3 Q3AU04 Cag 0245 426
Chlorobium ferrooxidans DSM 13031 QOYRW5 CferDRAFT 1021 424
Chlorobium limicola DSM245 Q44QJ8 ClimDRAFT 2181 424
Chlorobium phaeobacteroides BS1 Q4AJV9 Cphamn1DRAFT 1760 | 439
Chlorobium phaeobacteroides DSM 266 | Q43IL8 Cpha266DRAFT 2143 | 424
Frankia sp. Ccl3 Q2J4F0 Francci3 4496 430
Geobacter sp. FRC-32 QOYHCS8 GeobDRAFT 1310 425
Geobacter uraniumreducens Rf4 Q2DLA5 GuraDRAFT 2091 425
Legionellap neumophila str. Lens Q5WTY6 1p12387 430
Legionella pneumophila str. Paris Q5X261 Ipp2532 430
Legionella pneumophila subsp. pneu- | Q5ZSQ0 hydA 430

mophila str. Philadelphia 1

Contintia en la siguiente hoja
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A.1. BIOLOGIA DE SISTEMAS Y MFA ANEXO A. ANEXO A

Tabla A.6 — Continuacion de las [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 3b

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Magnetococcus sp. MC-1 Q3XRU8 MmclDRAFT 2191 434
Mycobacterium sp. JLS Q1TZLY9 MjlsDRAFT 4065 430
Mycobacterium sp. KMS Q1TFD9 MkmsDRAFT 2429 430
Mycobacterium sp. MCS Q1B6G1 Mmcs 3416 430
Oceanospirillum sp. MED92 Q2BRA2 MED92 07391 428
Pelodictyon phaeoclathratiforme BU-1 | Q3VQC1 PphaDRAFT 0760 424
Prosthecochloris aestuaric DSM 271 Q3VWY7 PaesDRAFT 2205 458
Pyrococcus abyssi GE5/Orsay QIV0CH PYRABO08650 428
Pyrococcus abyssi GE5/Orsay QIV043 PYRABO09550 415
Pyrococcus furiosus ATCC | Q59670 Hyd 428
43587 /DSM 3638/JCM 8422/Vel
Pyrococcus furiosus ATCC | QI9PIM4 shy A 412
43587 /DSM 3638/JCM 8422 /Vel
Pyrococcus horikoshii OT3 059011 PH1294 429
Rhodococcus sp. RHA1 QOSKR7 RHA1 ro00033 422
Syntrophus aciditrophicus SB Q2LYD7 SYNAS 01260 441
Thermococcus kodakarensis KOD1 Q8NKS2 hydA 428
Thermococcus litoralis DSM 4573 QIUWQ6 hydA 426
Thiobacillus dentrificans ATCC 25259 | Q3SJES8 Thd 1263 433

Tabla A.7: Lista de la subunidad mayor de las de [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 3c.

Microorganismo N° Acceso ! Anotacioén 2 Largo 3

Anaeromyzxobacter dehalogenans 2CP- | Q2IH67 Adeh 4162 494
C

Contintia en la siguiente hoja

IN° acceso, corresponde al nimero de acceso proteico en nomenclatura UniProt.
2 Anotacion, corresponde al nombre del gen en nomenclatura UniProt.
3Largo, corresponde al niimero de aminoacidos
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Tabla A.7 — Continuacion de las [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 3c

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Archaeoglobus fulgidus ATCC | 028899 AF 1372 458
49558 /VC-16/DSM 4304/JCM
9628 /NBRC 100126
Dehalococcoides ethenogenes 195 Q37Z8U2 DET0615 479
Dehalococcoides sp. BAV1 Q2DUV5 DehaBAVIDRAFT 0363 479
Dehalococcoides sp. CBDB1 Q3ZWZ1 cbdbAb597 479
d-proteobacterium MLMS-1 QINJF1 MIdDRAFT 2072 496
d-proteobacterium MLMS-1 QINPA7 MIdDRAFT 3744 496
Desulfotalea psychrophila LSv54/DSM | Q6API2 DP1013 456
12343
Geobacter metallireducens GS-15 Q39QE1 Gmet 3320 473
Geobacter  sulfurreducens ATCC | GSU2419 QT4AFT7 473
51573/DSM 12127/PCA
Methanocaldococcus jannaschiic ATCC | Q58592 vhuA 418
43067 /DSM 2661/JAL-1/JCM
10045/NBRC 100440
Methanococcus maripaludis S2 /1L Q6LZ06 vhcA 471
Methanococcus maripaludis S2/LL Q6LWL5 vhuA 418
Methanococcus voltae DSM 1537/PS Q00407 vhuA 420
Methanococcus voltae DSM 1537 /PS Q00404 vhcA 474
Methanoculleus marisnigri JR1 QOYTI5 MemarDRAFT 0072 455
Methanopyrus kandleri  AV19/DSM | Q8TYW3 MKO0178 434
6324/JCM 9639/NBRC 100938
Methanopyrus  kandleri  AV19/DSM | Q8TYNO MKO0266 482
6324/JCM 9639/NBRC 100938
Methanosphaera  stadtmanae  DSM | Q2NI05 mvhA 476
3091
Methanothermobacterther mautotrop- | Q50783 mvhA 472

hicus DeltaH

Contintda en la siguiente hoja
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Tabla A.7 — Continuacion de las [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 3c

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Methanothermus fervidus Q49179 mvhA 472
Syntrophobacter fumaroxidans MPOB | Q3MXR1 SfumDRAFT 0476 482
Syntrophobacter fumaroxidans MPOB | Q3N422 SfumDRAFT 2527 469
Syntrophobacter fumaroxidans MPOB | Q3N1L8 SfumDRAFT 1617 449
Syntrophobacter fumaroxidans MPOB | Q3NR5 SfumDRAFT 1698 449
Arquea metanogénica RC-I QOW6JT7 mvhA 471
Arquea metanogénica RC-I QOW6U1 mvhA 467

Tabla A.8: Lista de la subunidad mayor de las de |[Ni-fe] hidrogenasas del grupo 3d.

Microorganismo N° Acceso ! Anotacién 2 Largo 3
Acetomicrobium flavidum DSM20663 Q59114 S/N 475
Allochromatium vinosum Q2KJQ2 hoxH 349
Anabaena variabilis ATCC 29413 Q44517 hoxH 487
Anabaena variabilis ATCC 29413 Q3M428 Ava_ 4661 487
Burkholderiaceno cepacia H12424 Q4LGC8 Bcen2424DRAFT 0023 | 237
Burkholderia xenovorans 1.B400 Q13HKS Bxe (C0531 504
Chloroflezus aurantiacus J-10-fl Q3E4S7 CaurDRAFT 0836 485
Cupria Vidus necator ATCC | P22320 hoxH 487
17699 /H16/DSM 428 /NCIB
10442 /Stanier 337
Dechloromonas aromatica RCB Q47THE3 Daro 0982 487
d-proteobacterium MLMS-1 QINQY3 MIADRAFT 4738 473
Desulfotaleap sychrophila LSv54/DSM | Q6AL34 DP2212 471

12343

Contintia en la siguiente hoja

IN° acceso, corresponde al nimero de acceso proteico en nomenclatura UniProt.
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ANEXO A. ANEXO A

Tabla A.8 — Continuacion de las [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 3d

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Geobacter metallireducens GS-15 Q39WM1 Gmet 1113 476
Geobacter  sulfurreducens ATCC | Q749M4 hoxH 478
51573/DSM 12127/PCA
Hahella chejuensis KCTC 2396 Q2SQP8 HCH 00105 490
Lyngbya majuscula CCAP 1446/4 Q6JB17 hoxH 476
Magnetospirillum magneticum AMB-1 | Q2W1S5 amb3396 496
Mariprofundus ferrooxydans PV-1 QOEZVO0 SPV1 09573 486
Methylococcus capsulatus | Q60CJ2 MCAO0114 494
Bath/NCIMB 11132
Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 Q26110 MvanDRAFT 5544 489
Nitrosospira multiformis ATCC 25196 | Q2YS8FO0 Nmul A1673 493
Nostoc sp. PCC 7120 Q8YYTO hoxH 483
Nostoc sp. PCC 7422 Q3C1T3 hoxH 482
Prochlorothriz hollandica ACC 42415 | 005932 hoxH 482
Psychromonas ingrahamii 37 Q1FZ32 PingDRAFT 3294 499
Ralstonia metallidurans CH34 QI1LNG6S8 Rmet 1525 488
Rhodobacter capsulatus ATCC | QIXBWS hoxH 503
33303/B10
Rhodococcus opacus 1b P72307 hoxH 488
Rhodoferax ferrireducens DSM 15236 Q21RP9 Rfer 3855 507
Solibacter usitatus Ellin6076 Q43RZ3 AcidDRAFT 2091 474
Synechococcus  elongatus PCC 6301 | P94159 hoxH 476
1402-1
Synechococcus elongatus PCC 7942 Q31K34 Synpcc7942 2555 476
Synechococcus sp. PCC 7002 Q8KX24 hoxH 474
Synechocystis sp. PCC 6803 Q79A10 hoxH 474
Synechocystis sp. PCC 6803 P74018 hoxH 474
Syntrophobacter fumaroxidans MPOB | Q3MYG7 SfumDRAFT 0632 479

Contintda en la siguiente hoja
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ANEXO A. ANEXO A

Tabla A.8 — Continuacion de las [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 3d

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Thiocapsa roseopersicina BBS Q6XQK1 hoxH 475
Tabla A.9: Lista de la subunidad mayor de las de [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 4.

Microorganismo N° Acceso ! Anotacioén 2 Largo 3
Caldicellulosiruptor saccharolyticus | Q2ZEI5 CSACDRAFT 2574 83
DSM 8903
Candidatus Kuenenia stuttgartiensis Q1PZL4 hycE 531
Carboxydothermus  hydrogenoformans | Q3AB37 cooH 360
7-2901
Clostridium phytofermentans ISDg Q1FP28 CPHYDRAFT 3346 359
Clostridium  thermocellum — ATCC | Q4CDJ6 CtheDRAFT 1261 359
27405
Dehalococcoides ethenogenes 195 Q37856 DETO0867 359
Dehalococcoides sp. BAV1 Q2DWO05 DehaBAVIDRAFT 0784 359
Dehalococcoides sp. CBDB1 Q37ZXP4 cbdbAS850 359
Desulfitobacterium hafniense DCB-2 QI8YX2 Dhaf 3333 507
Desulfitobacterium hafniense Y51 Q24S5T8 hycE 554
Desulfovibrio gigas QTWTT78 echE 358
Desulfovibrio vulgaris subsp. Vulgaris | QOEJG1 DvulDRAFT 1454 366
DP4
Desulfovibrio wvulgaris subsp. Vulgaris | QOEK43 DvulDRAFT 1678 358
DP4
Desulfovibrio vulgaris subsp. Vulgaris | Q72EY8 DVU 0430 358

str. Hildenborough

Contintia en la siguiente hoja
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Tabla A.9 — Continuacion de las [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 4

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Desulfovibrio vulgaris subsp. Vulgaris | Q729Q8 DVU 2291 366
str. Hildenborough
Escherichia coli 536 QOTEF6 ECP 2684 569
Escherichia coli K12 P16431 hycE 569
Escherichia coli K12 P77329 hyfG 555
Escherichia coli O157:H7 Q8X833 hycE 569
Escherichia coli O157:H7 Q7ABBS ECs3577 569
Escherichia coli O157:H7 Q8XBCO hyfG 571
Escherichia coli O6 O6:H1 Q8CVS6 hycE 569
Escherichia coli UTI89 QIR7X8 hycE 569
Geobacter uraniumreducens Rf4 Q2DR95 GURADRAFT 3339 359
Methanocaldococcus jannaschiic ATCC | Q57935 MJ0515 380
43067 /DSM 2661/JAL-1/JCM
10045/NBRC 100440
Methanocaldococcus jannaschii ATCC | Q58433 MJ1027 377
43067/DSM 2661/JAL-1/JCM
10045/NBRC 100440
Methanococcus maripaludis S2/LL QO6LX90 ehaO 375
Methanococcus maripaludis S2/LL Q6LY40 ehbN 375
Methanoculleus marisnigri JR1 QOY9V9 MemarDRAFT 0807 362
Methanoculleus marisnigri JR1 QOYASSH MEMARDRAFT 1086 | 359
Methanopyrus kandleri  AV19/DSM | Q8TY43 ehaO 409
6324/JCM 9639/NBRC 100938
Methanosarcina barkeri Fusaro DSM | 059656 echE 358
804
Methanosarcina barkeri str. fusaro Q46GH9 MBAR A0148 358
Methanosarcina mazei Gol Q8PULO echE 358
Methanosphaera  stadtmanae DSM | Q2NED9 ehbN 383
3091

Continta en la siguiente hoja
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ANEXO A. ANEXO A

Tabla A.9 — Continuacion de las [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 4

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Methanospirillum hungate: JF-1 Q2FLL4 Mhun 2105 361
Methanospirillum hungatei JF-1 Q2FL36 MHUN 1745 359
Methanospirillum hungater JF-1 Q2FTW4 Mhun 2590 409
Methanothermobacter —thermautotrop- | 027306 MTH1238 381
hicus Delta H
Methanothermobacter thermautotrop- | 026498 MTH398 370
hicus Delta H
Methanothermobacter thermautotrop- | QIV2X7 ehbN 376
hicus Marburg
Methanothermobacter —thermautotrop- | QIUXP4 ehaO 370
hicus Marburg
Moorella thermoacetica ATCC 39073 Q2RGG4 Moth 2186 574
Pectobacterium  atrosepticum  SCRI | Q6D7T4 hytG 578
1043/ATCC BAA-672
Pelobacter propionicus DSM 2379 Q3G8L2 PPRODRAFT 3515 409
Pelobacter propionicus DSM 2379 Q3FYM9 PproDRAFT 0600 5H7
Pelobacter propionicus DSM 2379 Q3GbHA5 PPRODRAFT 2593 409
Photobacterium profundum 3TCK Q17850 P3TCK 26857 584
Photobacterium sp. SKA34 Q2C1Q7 SKA34 09553 577
Psychromonas sp. CNPT3 Q1ZGN9 PCNPT3 00371 577
Pyrococcus abyssi GE5/Orsay QIVORS PYRABO07210 426
Pyrococcus abyssi GE5/Orsay QIUYN4 PYRAB14730 588
Pyrococcus furiosus ATCC | Q8U0Z6 PF1434 427
43587/DSM 3638/JCM 8422 /Vcl
Pyrococcus horikoshii OT3 059107 PH1437 427
Rhodopseudomonas palustris BisB18 Q20XP4 RPC_ 4570 571
Rhodopseudomonas palustris BisB18 Q20XW2 RPC_ 4501 361
Shigella boydii Sh227 Q31Y03 hyfG 571
Shigella boydii Sh227 Q31X85 hycE 569

Contintia en la siguiente hoja
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ANEXO A. ANEXO A

Tabla A.9 — Continuacion de las [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 4

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Shigella dysenteriae SA197 Q32D79 hyfG 571
Shigella dysenteriae SA197 Q32CK9 hycE 569
Shigella flexneri 5 8401 QOT1ES hycE 569
Shigella flexneri ATCC | Q83QF5 hycE 569
700930/2457T /serotype 2a
Shigella flexneri ATCC | QTUBT6 hycE 569
700930/2457T /serotype 2a
Shigella sonnei Ss046 Q3YZ65 hyfG 571
Shigella sonnei Ss046 Q3YYEO hycE 565
Thermoanaerobacter tengcongen- | Q8RDB4 NuoD 360
sis DSM  15242/JCM 11007/NBRC
100824/ MBR
Thermoanaerobacter tengcongen- | Q8RIBH HycE 976
sis DSM  15242/JCM 11007/NBRC
100824/ MBR
Thermococcus kodakarensis KOD1 Q5JIL3 TK2091 426
Thermofilum pendens Hrk 5 Q0Y631 TpenDRAFT 0800 537
Thermofilum pendens Hrk 5 Q0Y441 TPENDRAFT 1636 567
uncultured methanogenic archaecon RC- | QOW6T4 echE 486
I
Vibrio angustum S14 Q1ZUB9 VAS14 14279 584
Wolinella succinogenes DSMZ 1740 Q7MS8T2 nuoD 579
Acidiphilium cryptum JF-5 Q2D7H1 AcryDRAFT 0193 476
Acidothermus cellulolyticus 11B Q2E2HO0 AcelDRAFT 0345 499
Bradyrhizobium japonicum USDA 110 | Q89GK2 blr6343 503
Burkholderia pseudomallei 1710b Q3JMD7 hytG 567
Burkholderia pseudomaller K96243 Q63L65 BPSS1143 551
Burkholderia thailandensis E264 Q2T5T8 BTH 111265 559
Burkholderia xenovorans LB400 Q13JW8 Bxe B0325 515
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ANEXO A. ANEXO A

Tabla A.9 — Continuacion de las [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 4

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Burkholderia zenovorans LB400 Q13119 Bxe CO0175 522
Dehalococcoides ethenogenes 195 Q37681 DET1571 526
Dehalococcoides sp. BAV1 Q2DUH6 DehaBAVIDRAFT 0413 526
Dehalococcoides sp. CBDB1 Q37ZW31 hycE 526
Geobacter metallireducens GS-15 Q39SF8 Gmet_ 2597 506
Geobacter metallireducens GS-15 Q39YRO Gmet_ 0371 502
Geobacter  sulfurreducens ATCC @ Q74F66 GSU0743 505
51573/DSM 12127/PCA
Leptospira  interrogans 56601 /sero- = Q8EYD9 hycE 466
group icterohemeorrhagiae/erovar
lai
Leptospira interrogans serovar Copen- | Q72LX0 hycE 466
hageni Fiocruz L1-130
Methanosarcina  acetivorans ATCC | Q8THY6 MA 4372 545
35395/DSM2834/CM 12185/C2A
Methanosarcina mazei ATCC BAA- | Q8PY03 MM 1063 530
159/DSM 3647/Goel /ol /JCM
11883/OCM 88
Methanospirillum hungatei JF-1 Q2FKT5 Mhun 1818 519
Mycobacterium bovis ATCC BAA- | Q7U2V6 hycE 492
935/AF2122/97
Mycobacterium  tuberculosis ATCC | Q10884 hycE 492
25618 /H37Rv
Nocardioides sp. JS614 JS614 Q3H216 NocaDRAFT 3178 567
Ralstonia metallidurans CH34 QILE97 Rmet 4667 514
Rhodopseudomonas palustris Q21AT3 RPC_ 0933 502
Rhodopseudomonas palustris BisA53 QO07T22 RPEDRAFT 2017 502
Rhodopseudomonas palustris BisB5 Q132B7 RPD_ 3851 503

Continta en la siguiente hoja
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ANEXO A. ANEXO A

Tabla A.9 — Continuacion de las [Ni-fe] hidrogenasas del grupo 4

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Sulfolobus solfataricus ATCC | QI9TZAT hycE 391
35092/DSM 1617/JCM11322/P2
Thermoplasma  volcanium — ATCC | Q978D6 TV1481 389
51530/DSM4299/IFO 15438/CM
9571/GSS1
Arquea metanogénica RC-I QOW2B9 hycE 524

Tabla A.10: Lista de las [Fe-fe] hidrogenasas.

Microorganismo N° Acceso ! Anotacién 2 Largo 3
Alkaliphilus metalliredigenes QYMF Q3CI9ES AmetDRAFT 2889 582
Alkaliphilus metalliredigenes QYMF Q3C5M2 AmetDRAFT 1287 591
Bacteroides fragilis NCTC 9343 Q5LI986 BF3662 489
Bacteroides fragilis YCH46 Q64PET BF3892 489
Bacteroides thetaiotaomicron | Q8AGP3 BT 1834 482
ATCC  29148/DSM  2079/NCTC
10582/E50/VPI-5482
Bacteroides thetaiotaomicron | Q8ABI6 BT 0124 588
ATCC  29148/DSM  2079/NCTC
10582/E50/VPI-5482
Caldicellulosiruptor saccharolyticus | Q27.J38 CsacDRAFT 1631 579
DSM 8903
Chlamydomonas moewusic SAG 24.91 | Q56UDS8 hydA1l 458
Chlamydomonas reinhardtii 21gr QIFYU1 hyd1 497

Continta en la siguiente hoja
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Tabla A.10 — Continuacion de las [Fe-fe] hidrogenasas

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Chlamydomonas reinhardtii 21gr, and | Q8VZZ0 hydA2 505
Cc425
Chlamydomonas reinhardtic SE Q6T533 S/N 505
Chlorella fusca Q8VX03 hydA 436
Clostridium  acetobutylicum  ATCC | Q59262 hydA 582
824/DSM 792/JCM 1419/LMG
5710/VKM B-1787
Clostridium  acetobutylicum  ATCC | QITES85 CA (3230 450
824/DSM 792/JCM 1419/LMG
5710/VKM B-1787
Clostridium beijerincki NCIMB 8052 Q2WI78 CbeiDRAFT 0272 644
Clostridium beijerincki NCIMB 8052 Q2WK96 CbeiDRAFT 0932 449
Clostridium beijerincki NCIMB 8052 Q2WUDG6 CbeiDRAFT 3964 461
Clostridium beijerincki NCIMB 8052 Q2WVXS8 CbeiDRAFT 4712 567
Clostridium difficile 630 Q180F8 hydA 461
Clostridium difficile 630 QI180A2 CD3258 478
Clostridium difficile 630 Q180Q5 hymC 593
Clostridium paraputrificum Q6F4CT7 hydA 582
Clostridium  pasteurianum — ATCC | P29166 S/N 074
6013/DSM  525/NCIB 9486/ VKM
B-1774/W5
Clostridium perfringens 13 /type A Q8XNQ6 CPE0276 449
Clostridium perfringens 13 /type A QI9RHUS hydA 572
Clostridium perfringens 13 /type A Q8XHBO CPE2575 490
Clostridium perfringens ATCC 13124 | QO0TUF9 CPF 0270 449
Clostridium perfringens ATCC 13124 | QOTMT76 CPF_ 2900 490
Clostridium perfringens ATCC 13124 | QOTMV5 hydA 572
Clostridium perfringens ATCC 13124 | QO0TS68 CPF 1076 696
Clostridium perfringens NCTC 8237 Q9ZNE4 hydA 572

Contintda en la siguiente hoja
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Tabla A.10 — Continuacion de las [Fe-fe] hidrogenasas

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Clostridium perfringens SM101 QOSWAS CPR_ 0261 449
Clostridium perfringens SM101 QOSPY1 CPR_ 2579 490
Clostridium perfringens SM101 QOSQK1 hydA 572
Clostridium perfringens SM101 QOSUEbH CPR_ 0938 696
Clostridium phytofermentans ISDg Q1FJL3 CphyDRAFT 2333 567
Clostridium phytofermentans ISDg Q1FJL6 CphyDRAFT 2330 484
Clostridium phytofermentans ISDg Q1FHS1 CphyDRAFT (0997 644
Clostridium phytofermentans ISDg QIFFTS CphyDRAFT 0772 582
Clostridium saccharobutylicum P262 Q59261 hydA 574
Clostridium  saccharoperbutylacetoni- | Q5MIB2 HupA 562
cum N1-4
Clostridium sp. OhILAs Q1F047 ClosDRAFT 0965 567
Clostridium tetani Massachusetts/E88 | (3899.J2 CTC_00184 448
Clostridium tetani Massachusetts/E88 | Q891G1 CTC 02417 494
Clostridium  thermocellum — ATCC | Q9XC55 hydA 579
27405
Clostridium  thermocellum — ATCC | Q4CDIO CtheDRAFT 1275 644
27405
Clostridium  thermocellum — ATCC | Q4CGI4 CtheDRAFT 2180 566
27405
Clostridium  thermocellum — ATCC | Q4CDKS8 CtheDRAFT 1129 582
27405
Dehalococcoides ethenogenes 195 Q3ZA52 DET0147 573
Dehalococcoides sp. BAV1 Q2DWB9 DehaBAVIDRAFT 1225 573
Dehalococcoides sp. CBDB1 Q3ZWM9 hymC 573
Desulfitobacterium hafniense DCB-2 Q18XD7 Dhaf 4051 1150
Desulfitobacterium hafniense DCB-2 Q18R81 Dhaf 0601 425
Desulfitobacterium hafniense DCB-2 Q18RP8 Dhaf 0459 454

Continta en la siguiente hoja
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Tabla A.10 — Continuacion de las [Fe-fe] hidrogenasas

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Desulfitobacterium hafniense DCB-2 Q18T66 Dhaf 1708 527
Desulfitobacterium hafniense Y51 Q247ZF0 DSY0803 425
Desulfitobacterium hafniense Y51 Q24PC7 DSY4326 460
Desulfitobacterium hafniense Y51 Q24N91 DSY4712 555
Desulfitobacterium hafniense Y51 Q24717 DSY0936 1150
Desulfotalea psychrophila LSv54/DSM | Q6AR16 DP0479 471
12343
Desulfotalea psychrophila LSv54/DSM | Q6AKL7 DP2379 483
12343
Desulfotomaculum reducens MI-1 Q2D600 DredDRAFT 2292 429
Desulfotomaculum reducens MI-1 Q2CZF6 DredDRAFT 3054 520
Desulfotomaculum reducens MI-1 Q2D1M4 DredDRAFT 0478 593
Desulfotomaculum reducens MI-1 Q2D1M7 DredDRAFT 0475 659
Desulfovibrio desulfuricans G20 QIAM36 hydA 421
Desulfovibrio desulfuricans G20 Q30718 Dde 2281 439
Desulfovibrio desulfuricans G20 Q314X0 Dde 0725 483
Desulfovibrio desulfuricans G20 Q315X0 Dde 0475 458
Desulfovibrio desulfuricans G20 Q31714 Dde 0081 421
Desulfovibrio fructosoVorans Q46508 none 585
Desulfovibrio  fructosoVorans DSM | 008311 hydA 421
3604
Desulfovibrio vulgaris Hildenborough | Q46606 hydC 606
Desulfovibrio vulgaris subsp. oxamicus | P13629 hydA 421
str. Monticello
Desulfovibrio wvulgaris subsp. wvulgaris | QOENSS DvulDRAFT 2756 606
DP4
Desulfovibrio vulgaris subsp. wvulgaris | QOENS6 DvulDRAFT 2758 421

DP4

Continta en la siguiente hoja
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Tabla A.10 — Continuacion de las [Fe-fe] hidrogenasas

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Desulfovibrio vulgaris subsp. vulgaris | PO7598 hydA 421
str. Hildenborough
Desulfovibrio vulgaris subsp. wvulgaris | Q72B67 hydC 606
str. Hildenborough
Entamoeba histolytica QIGTX0 S/N 468
Entamoeba histolytica HM-1:IMSS Q51EJ9 9.t00061 468
Entamoeba histolytica HM-1:IMSS Q50YQ4 131.t00027 472
Entamoeba histolytica HM-1:IMSS Q511D6 103.t00038 504
Entamoeba histolytica HM-1:IMSS Q869B1 S/N 504
Eubacterium acidaminophilum QI93SF7 hymC 578
Giardia intestinalis QIBKJ3 S/N 474
Giardia lamblia ATCC 50803 WB C6 | Q7TQXPS8 S/N 474
Halothermothriz orenii H 168 Q2AF14 HoreDRAFT 105 456
Halothermothriz orenii H 168 Q2AFM5 HoreDRAFT 1043 570
Halothermothriz orenii H 168 Q2AE40 HoreDRAFT 0394 578
Halothermothriz oreniv H 168 Q2AGS82 HoreDRAFT 1681 666
Heliobacillus mobilis QIMSH5 hydA 606
Megasphaera elsdenii ATCC25940 QIRGN3 hydA 484
Moorella thermoacetica ATCC 39073 Q2RHAG6 Moth 1883 460
Moorella thermoacetica ATCC 39073 Q2RHS0 Moth 1717 573
Neocallimastiz frontalis Q8TFP2 HydL2 636
Neocallimastiz frontalis 1.2 Q86ZET Hyd 389
Nyctotherus ovalis Q5DMS85 HDG 1198
Nyctotherus ovalis 096948 S/N 1206
Pelobacter carbinolicus DSM 2380 Q3A1L6 Hyd 598
Pelobacter propionicus DSM 2379 Q3G7B5 PproDRAFT 3331 601
Pelotomaculum thermopropionicum SI | QIWWT1 S/N 548
Pelotomaculum thermopropionicum SI | Q1X17Z8 S/N 624

Continta en la siguiente hoja
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Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Piromyces sp. E2 Q8TG63 S/N 555
Shewanella oneidensis MR-1 Q8EAI2 hydA 410
Shewanella sp. ANA-3 Q364V4 ShewanadDRAFT 4172 | 410
Shewanella sp. MR-4 QOHF49 Shewmr4 3250 410
Spironucleus barkhanus ATCC50380 QIGTP1 S/N 467
Symbiobacterium thermophilum | Q67J76 STH3293 456
T/TAM 14863
Symbiobacterium thermophilum | Q67JF9 STH3209 596
T/TAM 14863
Syntrophobacter fumaroxidans MPOB | Q3MXY8 SfumDRAFT 0499 417
Syntrophobacter fumaroxidans MPOB | Q3MXZ2 SfumDRAFT 0495 574
Syntrophomonas wolfei subsp. wolfei | QOAVN2 Swol 1925 387
Goettingen
Syntrophomonas wolfei subsp. wolfei | QOAUT9 Swol 2436 563
Goettingen
Syntrophomonas wolfei subsp. wolfer | QOAYT73 Swol 1017 574
Goettingen
Syntrophus aciditrophicus SB Q2LSB7 SYNAS 10950 605
Thermoanaerobacter ethanolicus | Q3CJE2 Teth39DRAFT 0375 581
ATCC 33223
Thermoanaerobacter tengcongen- | Q8RBCS8 NuoG 581
sis DSM  15242/JCM 11007/NBRC
100824/ MBR
Thermotoga maritima ATCC | QIWY44 T™ 0201 608
43578 /MSB8/DSM 3109,/JCM10099
Thermotoga maritima ATCC | 052683 hydA 645
43578 /MSB8/DSM 3109,/JCM10099
Treponema denticola ATCC | QT73NT8 TDE 1277 493

35405/CIP 103919/DSM 14222

Continta en la siguiente hoja
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Tabla A.10 — Continuacion de las [Fe-fe] hidrogenasas

Microorganismo N° acceso Anotaciéon Largo
Treponema denticola ATCC | Q73MB6 TDE 1593 596
35405/CIP 103919/DSM 14222
Trichomonas vaginalis Q27096 TvhydB 449
Trichomonas vaginalis ATCC 30001 Q27094 TvhydA 468
Hidrogenasa, putativa |[Thermotoga | AAD36491 S/N 301
maritima MSBS|
Hierro hidrogenasa putativa |Tricho- | AAG31037 S/N 589
monas vaginalis|
Enterobacter cloacae I'T-BT 08 AAU11811 S/N 147

'F (Phe) S (Ser) LY (Tyr) D (Asp) K (Lys) LV (Val)

UUU (9:2) ¢ AGC (20.8) D UAU (9.9) UUU (9.2) | AAA (19.5) I GUG (27.5)
-UUC (24.7) - UCG (13.9) - UAC (20.6) -UUC (24.7) - AAG (27.5) -GuUC (19.8):
ey T e Sl e SR
CUG (526) 0 cCC  (10.1) I CAU (63) [UGU (1.8) @ GGC (47.9) ' GCC (49.4)
“CUC (13.8) : cCG (24.9) - cAC (12.6) :-uGC (5.7) : GGU (14.7) - GCG (40.9):
= (ﬂé.) ............ T(Thr) .......... Q (G|n) ........... ; (A.rg'). R (G|u) ........... N(Asn) ........
;AUC (33.3) ACC (27.6) CAG (40.3) CGU (11.9) GAA (25.5) AAU (7.3) -
CAUU (12.4) © ACG (15.4) : CAA (10.6) : CGC (29.1) : GAG (31.6) : AAC (28.1):
: : : ' CGG  (11.3) : |

Figura A.1: Uso de codones utilizados normalmente por E. aerogenes durante la traduccion. Esta
tabla muestra las abreviaciones del nombre de los aminoacidos. En paréntesis se encuentra el valor

del uso relativo para cada uno de los codones.

184



Anexo B
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Figura B.1: Esta figura muestra la concentracion total de NAD(H/") y las concentraciones de

NADH y NAD™ intracelular (expresado como nmol de NAD(H/) por gramo de peso seco de bacte-

rias -psb-) y sus razones para la cepa parental E. aerogenes 2F y las cepas mutantes MJ-04, MJ-06

y MJ-09. n =3
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B8 Total NAD(H/ ™)
CJ NADH
NAD™*
: +
_. 8- E3 Ratio NADH/NAD 20
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Figura B.2: Esta figura muestra la concentracion total de NAD(H/") y las concentraciones de
NADH y NAD™ intracelular (expresado como nmol de NAD(H/) por gramo de peso seco de bacte-
rias -psb-) y sus razones para la cepa parental E. aerogenes 2F y las cepas mutantes MJ-02, MJ-12,
MJ-11 y MJ-14. n =3
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25
[ x ) B3 E. aerogenes 2F WT
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Figura B.3: Produccion global de hidrégeno en fase logaritmica medio LB. Esta es una represen-

tacion grafica de la Tabla 4.8.
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MJ-02b (hyd-37)
M3J-12 (hyd-3" IdhA")

MJ-11 (hyd-3" did")

B 808

MJ-14 (hyd-3" dld” IdhA™)

mmol H, g'1 psb

Logaritmico Logaritmico Estacionario
Tardio

Figura B.4: Produccién de hidrégeno en fase logaritmica medio LB y fondo genético hyd-3~. Esta

es una representacion grafica de la Tabla 4.9.
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Figura B.5: Productos metabdlicos de la fermentacién en medio minimo suplementado con glucosa

con las cepas para el estudio de la produccién global de bioHs. Durante la fermentacion se tomaron

muestras liquidas las que fueron analizadas a través de HPLC (high-performance liquid chromato-

graphy). Las muestras analizadas corresponden a los productos metabdlicos en las cercanias de los

puntos con mayor produccién de bioHs. Tanto la curva de crecimiento como la produccién de bioH;

son las mismas de la Figuras 4.28 y fueron agregadas como referencia. En la parte central de la

figura se encuentra la notaciéon para cada uno de los metabolitos cuya concentracién se encuentra

expresada en mM de metabolito.
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Figura B.6: Productos metabdlicos de la fermentacién en medio minimo suplementado con glucosa
para las cepas con fondo genético hyd-3~. Durante la fermentacion se tomaron muestras liquidas las
que fueron analizadas a través de HPLC (high-performance liquid chromatography). Las muestras
analizadas corresponden a los productos metabdlicos en las cercanias de los puntos con mayor
produccion de bioH,. Tanto la curva de crecimiento como la produccién de bioHs son las mismas
de la Figuras 4.30 y fueron agregadas como referencia. En la parte central de la figura se encuentra

la notacién para cada uno de los metabolitos cuya concentracién se encuentra expresada en mM de

metabolito.
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Anexo C

ANEXO C

Tabla C.1: Tabla de metabolitos involucrados en la glictlisis

Metabolito Abreviacién
[3-D-glucosa 6-fosfato G6P
D-fructosa 6- fosfato F6P

Fructosa-1,6-bisfosfato F1,6BP
Dihidroxiacetona fosfato DHAP
D-gliceraldehido 3- fosfato | GAP

1,3-bisfosfo-D-glicerato 1,3 PG

3-fosfoglicerato 3PG
2-fosfoglicerato 2PG
Fosfoenolpiruvato PEP
Piruvato PYR
Coenzima A CoA
Acetil Coenzima A AcCoA
Oxalacetato OAA
Formato FOR
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Tabla C.2: Tabla de metabolitos involucrados en la glicolisis especificando

Enzima EC N° Gen Reaccion
Glucosa 6-fosfato isomerasa 5.3.1.9 | EAE_08345 G6P « F6P
EAE_ 07545
6-fosfofructokinasa 2.7.1.11 - F6P+ATP — F16BP+ADP
EAE 16965
EAE 06460
Fructosa 1,6-bisfosfatasa 3.1.3.11 - F16P — F6P+Pi
EAE 09580
EAE_ 02960
Fructosa-bifosfatoaldolasa 41.2.13 - F16P < DHAP+GAP
EAE 23670
Aldolasa putativa EAE 18680
Triosa-fosfato isomerasa 5.3.1.1 | EAE_06480 @ GAP < DHAP
Gliceraldehido 3-fosfato EAE 21720
) 1.2.1.12 - GAP+Pi+NAD™ <+ NADH+1,3PG
Dehidrogenasa EAE 20370
Fosfoglicerato kinasa 2.7.2.3 | EAE_02965 | 1,3PG+ADP <« 3PG+ATP
EAE 17410
EAE 18925
EAE 20975
Fosfoglicerato mutasa 5421 - 3PG + 2PG
EAE 10645
EAE_ 06270
EAE 14280
Enolasa 4.2.1.11 | EAE_01950 | 2PG < PEP+H>0
EAE 17165
Piruvato kinasa 2.7.1.40 - PEP+ADP < PYR+ATP
EAE_ 22820
Fosfoenolpiruvato sintasa 2.7.9.2 | EAE_17080 | PYR+ATP+H,0—PEP+AMP+Pi+2H*
EAE_ 14980
1241 -
EAE 11380
Piruvato dehidrogenasa - PYR+CoA+NADT—+NADH+CO,+AcCoA
2.3.1.12 | EAE_11385
1.8.1.4 | EAE 11390
Fosfoenolpiruvato carboxiki- | 4.1.1.49 | EAE_ 05235 | OAA+ATP — PEP+CO2+ADP
nasa
Fosfoenol piruvato carboxilasa | 4.1.1.31 | EAE_07635 A PEP+CO, — OAA+Pi
EAE 10070
Formato acetiltransferasa 2.3.1.54 | EAE 14720 | CoA+PYR — AcCoA+FOR
EAE_ 15120
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Tabla C.3: Tabla de metabolitos involucrados en via de las pentosas fosfato

Metabolito

Abreviacion

6-fosfo D-gluco-1,5-lactona

PGL

6-fosfo D-gluconato

PGC

D-Ribulosa 5-fosfato

RL5P

D-Ribulosa 5-fosfato (isémero)

R5P

D-Eritrosa 4-fosfato

E4P

Tabla C.4: Tabla de metabolitos involucrados en via de las pentosas fosfato

Enzima EC N° Gen

Reaccion

Glucosa

6-fosfato 1- | 1.1.1.49 | EAE_ 22810

dehidrogenasa

G6P+NADP* — PGL+NADPH+H™

6-Fosfoglucono lactonasa 3.1.131

EAE_ 07100
EAE_ 14340

PGL+H,0 — PGC+H™

6-fosfogluconate dehidrogena- | 1.1.1.44 | EAE_ 23480

Sa

PGC+NADP* — RL5P+NADPH+CO,

Ribosa 5-fosfato isomerasa 5.3.1.6 | EAE_02935 | RL5P «+ R5P

Ribulose 5-fosfato-3- | 5.1.3.1 | EAE 05145 | RL5P <« X5P

epimerasa
EAE_ 13590
EAE 13595

Transketolasa 2211 - R5P+X5P « S7P +GAP
EAE 00465
EAE 02975
EAE 00460

Transaldolasa 2.2.1.2 - GAP+S7P « E4P+F6P
EAE 10710

Transketolasa 2211 X5P+E4P «» F6P+GAP
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Tabla C.5: Tabla de metabolitos involucrados en el ciclo acido tricarboxilico

Metabolito Abreviacion
Citrato CIT
D-treo-isocitrato | TICT
2-Oxoglutarato | OXG
Succinil-CoA SUCCoA

Succinato SuUC
Fumarato FUM
Glioxilato GLX
(S)- Malato MAL
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Tabla C.6: Tabla de metabolitos involucrados en el ciclo acido tricarboxilico

Enzima EC N° Gen Reaccion
Citrato sintasa tipo Il 2.3.3.1 | EAE 14145 | AcCoA+OAA+H,0 — CoA+CIT+HT
EAE 11410
Aconitasa hidratasa 4213 - CIT «& TICT
EAE_ 21330
Isocitratodehidrogenasa 1.1.1.42 | EAE_16590 | TICT+NADP* +» CO,+NADPH+0OXG
EAE_ 10355
1.2.4.2 | EAE_10360
2-Oxoglutarato dehidrogenasa EAE 14170 | OXG+NADT+CoA — CO,+ NADH
2.3.1.61 | EAE_ 14175  +SUCCoA
1.8.1.4 | EAE_11390
EAE 14180
Succinil-CoAsintetasa 6.2.1.5 - SUCCoA+ADPT+Pi +» ATP+CoA+SUC
EAE_ 14185
EAE 14160
Succinato dehidrogenasa 1.3.99.1 - SUC+FAD" — FADH+FUM
EAE 14165
EAE_ 09225
Fumarato reductasa 1.3.99.1 | EAE_ 09230 | FUM+FADH — SUC+FAD™
EAE 09235
EAE_ 18045
Fumarato hidratasa 421.2 - FUM+H>0 + MAL
EAE_ 18205
Malato dehidrogenasa 1.1.1.37 | EAE_04590 | MAL+NAD" +» NADH+OAA+H™
Isocitrato liasa 41.3.1 | EAE_08260 @ TICT — GLX+SUC
Malato sintasa 2339 | EAE 08255 | GLX+4+AcCoA+H;0 — MAL+CoA+ HT

Tabla C.7: Tabla de metabolitos involucrados en el metabolismo del piruvato

Metabolito Abreviacion
Acetaldehido ACD
Etanol ETOH
Acetilfosfato ACTP
Acetato ACT
(R)-Lactato LAC
Dioxido de carbono | CO,
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Tabla C.8: Tabla de metabolitos involucrados en el metabolismo del piruvato

Enzima EC N° Gen Reaccion
EAE 01340
Aldehido dehidrogenasa EAE 02995
EAE_ 03405
EAE_ 10085
Aldehido dehidrogenasa 1.2.1.10 | EAE_10240 | AcCoA+NADH+H" <> ACD+CoA+NAD™
(putativa) EAE 10400
EAE 13415
Acetaldehido dehidrogenasa EAE 17425
EAE 20525
EAE_ 16895
Alcohol dehidrogenasa 1.1.1.1 | EAE_06170 | ACD+NADH—ETOH+ NAD*+CoA
EAE_ 03500
Fosfato acetiltransferasa 2.3.1.8 | EAE_24475 | AcCoA+Pi <+ ACTP+CoA
Acetato kinasa 2.7.2.1 | EAE_24470 | ACTP+ADP « ATP+ACT
Fomato hidrogeno liasa EAE 01665 | FOR — CO2+H>
Lactato dehidrogenasa 1.1.1.28 EAE_20575 NADH+PYR — LAC+NAD™
EAE 23820
Malato dehidrogenasa 1.1.1.37 | EAE_04590 | NADH+OAA > MAL+NAD™
EAE 18045
Fumarasa 42.1.2 | EAE_18205 | MAL <> FUM+H,0O
EAE_ 18060
Fumurato reductasa 1.3.99.1 EAE_09230 FUM+NADH — NAD* +SUC
EAE 09225
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Tabla C.9: Tabla de metabolitos involucrados en el metabolismo energético

Metabolito Abreviacion
Nicotinamida adenin dinucleétido reducido | NADH
Nicotinamida adenin dinuclesétido Oxidado | NAD™
Aceptor de electrones oxidado OEAC
Aceptor de electrones reducido REAC
Flavin adenin dinucleétido reducido FADH,
Flavin adenin dinucleétido Oxidado FAD
Adenosin trifosfato ATP
Adenosin difosfato ADP
Fosfato Pi
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Tabla C.10: Tabla de metabolitos involucrados en el metabolismo energético

Enzima EC N° Gen Reaccion
EAE_ 01655
EAE 04195
NADH dehidrogenasa 1.6.5.3 - NADH+OEAC—NADT+REAC+2 HTEx
EAE 24380
EAE_ 24430
EAE 12730
EAE 12725
Putativa Citocromo oxidasa 1.10.3.10 - 2REAC+0, — 20EAC+4HTEx
EAE 12720
EAE 12715
Transhidrogenasa 1.6.1.1 | EAE_07665 NADPH+NAD* — NADP*+NADH
Succinatodehidrogenasa FADH,+OEAC — FADT+REAC
(complejo)
Transhidrogenasa 1.6.1.1 | EAE_07665 | NADP+NADH+2H*Ex—NADPH+NAD
EAE 17155
EAE_ 07160
FOF1-ATPase 3.6.3.14 (_ ) ADP+Pi+3HTEx <+ ATP+H,0
EAE_ 07200
Aldenilato kinasa 2743 | EAE 13010 A ATP+AMP « 2 ADP
ATP drain ATP — ADP+Pi
EAE 07405
EAE 07410
EAE 07415
Formato dehidrogenasa 1.1.99.33 - FOR+OEAC «» CO>+REAC
EAE 07420
EAE_ 17440
EAE_ 19860
Polifosfato inorganico EAE 01135
] 2.7.1.23 - ATP+NAD*™ — ADP+NADP*
/ATP-NAD kinasa ppnK
Lactato dehidrogenasa 1.1.2.3 | EAE_06235 | LAC+OEAC — PYR+REAC
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Tabla C.11: Tabla de metabolitos involucrados en las reacciones de transporte

Metabolito Reaccion
Glucosa GLCEx+PEP — G6P+PYR
Succinato SUC <+ SUCEx+H"Ex
Acetato ACT « ACTEx+HTEx
Etanol ETOH « ETOHEx+HTEx
Diéxido de carbono | COy < CO5EXx
Fosfato Pi <+ PiEx+HTEx
Hidrégeno Hs < HoEx
Piruvato PYR < PYREx+ HTEx
Formato FOR < FOREx
Lactato LAC + LACEx+H"Ex
Oxigeno O2Ex < Oy

C.1 Metabolismo anaerébico de E.aerogenes 2F

Actividad Piruvato formato liasa

aGlucosa + 2aNAD™ + 2aADP + 2aPi — 2aPiruvato + 2aNADH + 2aATP + 2aH,0 (C.1)
2aPiruvato + 2aCoA — SH — 2aAcetil — S — CoA + 2aFormato (C.2)

Reaccién neta Ecuacion (C.1) y (C.2)

aGlucosa 4+ 2aNAD™ + 2aADP + 2aPi + 2aCoA — SH — 2aNADH + 2aATP
+ 2aH,02aAcetil — S — CoA + 2aFormato (C.3)

Produccion de Hidrégeno

a1Formato — a1;CO, + a3 H, (C4)

Produccién de Etanol

asAcetil — S — CoA + 2a,NADH — anEtanol + 2a,NAD™ + a,CoA — SH (C.5)
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Produccion de Acetato

asAcetil — S — CoA + a3Pi — aszAcetilfosfato + a3CoA — SH (C.6)
azAcetilfosfato + azADP — a3Acetato + a3ATP (C.7)

Reaccion neta Ecuacién (C.6) y (C.7)
aszAcetil — S — CoA + a3Pi + a3ADP — aszAcetato + az3CoA — SH + a3ATP (C.8)
Reaccion neta Ecuacién (C.3), (C.4), (C.5)y (C.8)

aGlucosa + (2aa — 2a)NADH + (2a + a3)ADP + (2o + a3)Pi — (2a — ap)Formato
+ apEtanol + azAcetato + a;Hy + 2aH,0 + a1 CO,
+ (2a3 — 2a)NAD™ + (2a + a3)ATP (C.9)

Produccion de Lactato

BGlucosa + 28NAD™ + 23ADP + 2/3Pi — 23Piruvato
+ 23NADH + 25ATP + 25H,0 (C.10)
BPiruvato + 28NADH — 23Lactato + 23NAD™ (C.11)

Reaccién neta Ecuacién (C.10), (C.11)
BGlucosa + 25ADP + 25Pi — 2pLactato + 25ATP + 25H,0 (C.12)

Produccion de Succinato

7Glucosa + 2yNAD™ + 2¢Pi — 2yFosfoenolpiruvato + 2yNADH + 2vH,0 (C.13)
2vFosfoenolpiruvato + 2yCO, + 2yNADH — 27ySuccinato + 2vPi + 2yNAD™ (C.14)

Reaccion neta Ecuacién (C.13) y (C.14)
~Glucosa + 2yCO, — 2vSuccinato + 2yH,0 (C.15)

Crecimiento celular

0Glucosa + 1,625NH3 — 6(5CH1’78N0’2400,33 + 0,75(502 + 3,35H20 (C16>
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Metabolismo Anaerébico completo: Reaccién neta Ecuacion (C.9), (C.12), (C.15) y (C.16), don-
dea+f8+v+6d=1

Glucosa + (2 — 2a2)NAD™ + (2a + a3 + 23)ADP + (2 + a3 + 23)Pi

+1,620NH; — (2a — oy )Formato + apEtanol 4 25Lactato + azAcetato

+ 27Succinato + a;Hy + (2a — 2a)NADH + (a; — 27)CO,

+ (2 + a3 + 28)ATP + (2o + 28 + 2y 4 3,30)H,0

+ 60CH;,78N0,2400,33 + 0,756 O (C.17)

201



	Índice de Figuras
	Índice de Tablas
	1 INTRODUCCIÓN
	1.1 Desafío Energético
	1.1.1 Situación energética de Chile
	1.1.2 Recursos renovables

	1.2 Hidrógeno
	1.2.1 Formas de producción de Hidrógeno molecular
	1.2.2 Fotólisis y fotofermentación
	1.2.3 Fermentación independiente de luz (dark fermentation) 

	1.3 Hidrogenasas
	1.3.1 Clasificación de las hidrogenasas
	1.3.2 [Ni-Fe]-hidrogenasas
	1.3.3 [Fe-Fe] Hidrogenasas

	1.4 Enterobacter aerogenes
	1.4.1 Vía del formato para la producción de bioH2 
	1.4.2 Vía de NADH para la producción de bioH2

	1.5 Biología de sistemas
	1.5.1 Análisis de flujos metabólicos

	1.6 Motivación

	2 OBJETIVOS
	2.1 Objetivo General
	2.2 Objetivos Específicos

	3 MATERIALES Y MÉTODOS
	3.1 Materiales.
	3.1.1 Reactivos.
	3.1.2 Material Biológico.
	3.1.3 Plásmidos.
	3.1.4 Partidores.

	3.2 Condiciones de cultivo
	3.2.1 Cultivos bacterianos
	3.2.2 Fermentaciones batch para la producción de hidrógeno

	3.3 Métodos
	3.3.1 Determinación de la concentración celular y tasa de crecimiento
	3.3.2 Búsqueda bioinformática
	3.3.3 Partidores degenerados
	3.3.4 Electroforesis en geles de agarosa
	3.3.5 Protocolo extracción ADN cromosomal
	3.3.6 Extracción de ADN plasmidial
	3.3.7 Extracción de ADN desde geles de agarosa
	3.3.8 Amplificación por PCR
	3.3.9 Purificación de productos de PCR
	3.3.10 Obtención de mutantes de E. aerogenes 2F
	3.3.10.1 Obtención del producto de PCR para mutagénesis.
	3.3.10.2 Mutagénesis.
	3.3.10.3 Eliminación del cassette de resistencia.
	3.3.10.4 Retrocruce
	3.3.10.5 Construcción de dobles y triples mutantes.

	3.3.11 Cuantificación de NADH y NAD +  intracelular
	3.3.12 Cuantificación de lignina.
	3.3.12.1 Lignina Insoluble.
	3.3.12.2 Lignina soluble.

	3.3.13 Pretratamientos utilizados para paja de trigo
	3.3.13.1 Pretratamiento alcalino
	3.3.13.2 Pretratamiento con peróxido de hidrógeno en medio alcalino

	3.3.14 Hidrólisis enzimática
	3.3.15 Cuantificación y caracterización de azúcares y metabolitos.
	3.3.16 Medición del gas generado y su composición.
	3.3.17 Análisis de flujos metabólicos


	4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	4.1 Búsqueda bioinformática
	4.1.1 [Ni-Fe]-hidrogenasas
	4.1.1.1 Contexto genético

	4.1.2 [Fe-Fe] Hidrogenasas

	4.2 Búsqueda experimental
	4.2.1 [Ni-Fe]-hidrogenasas
	4.2.2 [Fe-Fe]-hidrogenasa

	4.3 Manipulación genética
	4.4 Producción de bioH2 
	4.4.1 Efecto que tienen las mutaciones en la producción de bioH2 en medio rico LB.
	4.4.1.1 Producción global de bioH 2 en medio rico.
	4.4.1.2 Producción de bioH2 por parte de la hidrogenasa Hyd-3 independiente en medio rico LB.
	4.4.1.3 Efecto de las mutaciones en el metabolismo central de E. aerogenes en medio rico LB

	4.4.2 Producción de bioH 2  en medio definido con glucosa.
	4.4.2.1 Producción global de bioH2 con glucosa.
	4.4.2.2 Producción de bioH2 por parte de la hidrogenasa Hyd-3 independiente en medio definido con glucosa
	4.4.2.3 Efecto de las mutaciones en el metabolismo central de E. aerogenes en medio mínimo con glucosa.


	4.5 MFA
	4.5.1 Principales reacciones utilizadas en el Análisis de Flujos Metabólicos.
	4.5.2 Efecto de las mutaciones en los flujos internos de E. aerogenes.
	4.5.2.1 Efecto de las mutaciones en los flujos internos de las variantes utilizadas para el estudio de la producción global de bioH2.
	4.5.2.2 Efecto de las mutaciones en los flujos internos de las variantes con fondo genético hyd-3-.

	4.5.3 Balance de Carbono y Balance de Energético.
	4.5.3.1 Coeficientes estequiométricos experimentales
	4.5.3.2 Balance de carbonos
	4.5.3.3 Rendimiento experimental y grado de reducción


	4.6 Paja de trigo
	4.6.1 Antecedentes par el uso de hidrolizado de paja de trigo para la producción de bioH2 con E. aerogenes.


	5 Conclusiones
	Bibliografía
	A Anexo A
	A.1 Biología de sistemas y MFA

	B Anexo B
	C Anexo C
	C.1 Metabolismo anaeróbico de E.aerogenes 2F


