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RESUMEN

En los organismos heterétrofos las moléculas con poder reductor NADH y NADPH tienen
funciones esenciales en la célula; el primero estd principalmente involucrado en la formacién
de ATP y el otro en la produccién de biomasa. En el metabolismo existe un balance entre el
consumo y la produccién de estos cofactores, cuya perturbacion causa cambios en los flujos
de carbono en las vias centrales. Por otra parte, existen microrganismos capaces de generar
electricidad, denominados electrogénicos, los cuales son utilizados en celdas de combustible
microbiolégicas (MFC). Es posible mediante la adicién de mediadores hacer que un orga-
nismo no electrogénico, como Escherichia coli, sea capaz de generar electricidad. Se postula
que los electrones necesarios para el proceso de electrogénesis se originan del poder reduc-
tor proveniente del metabolismo celular, particularmente del cofactor NADH. A partir de
esto se propone estudiar el efecto de la modificacién del balance NADH/NADPH sobre
la generacién de electricidad en MFC utilizando Neutral Red como mediador en cultivos
de cepas K-12 MG1655 de E. coli. Especificamente, se estudié el cambio en la especifi-
cidad del cofactor de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH-NAD) y la ausencia o
presencia de la fosfoglucoisomerasa (Apgi). Se evalué el efecto de las mutaciones sobre la
red metabdlica mediante andlisis in silico y se simularon los distintos mecanismos posibles
por el cual ocurre la generacién de electricidad. Se implement6 la metodologia de Flux
Balance Analysis (FBA) y muestreo de Marvok Chain Monte Carlo (MCMC) mediante la
herramienta COBRA en MatLab (MathWorks@®)). Los anélisis demostraron que el cambio
de especificidad de la G6PDH y la delecién del gen pgi generan una adaptacién metabdlica
dentro de la red para sostener el desbalance de los poderes reductores, lo cual afecta a los
parametros de crecimiento, consumo de fuente de carbono y produccion de electricidad. Sin
embargo, se concluye que a los valores de flujos de produccién de electricidad observados en
este trabajo, el organismo no utiliza el NADH como donador de electrones, sino que extrae
electrones del orotato dentro del metabolismo anabdlico. Se discute el efecto del balan-
ce NADH/NADPH sobre el metabolismo energético, el reordenamiento del metabolismo

central y su efecto sobre parametros fisiologicos.
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1. INTRODUCCION

1.1. Poder reductor NADH y NADPH

El metabolismo se define como la suma de reacciones quimicas que ocurren dentro de
un organismo. Mediante su metabolismo los organismos heterdtrofos son capaces de oxidar
la fuente de carbono con dos principales consecuencias: (1) la generacién de moléculas
precursoras para la biosintesis y (2) la provisiéon de energia necesaria para el funcionamiento
del metabolismo (Holms, 1986).

La red metabdlica del microorganismo modelo, Escherichia coli, esta constituida por
mas de 2000 reacciones. En el metabolismo destacan los dinucle6tidos de nicotinamida y
adenina, NAD y NADP, ya que son utilizados como intermediarios capaces de transportar
energia en forma de electrones variando entre su forma oxidada y reducida y ademas
participan en mds de cien reacciones (Orth y cols., 2011).

Viascatabolicas CO;,

’ Metabolitos de

Fermentacion

NAD

Fuentede Carbono wl NADP NADPH

U

Viasanabdlicas

% Biomasa

Figura 1. Relacién de los cofactores NADH y NADPH dentro del metabolismo.

La fuente de carbono puede ser utilizada en las vias anabdlicas donde se produce la generacién
de biomasa donde se requiere del consumo de NADPH y ATP, o en las vias catabdlicas donde se
genera la produccién de energia en forma de ATP en el proceso de respiracion, donde se requiere

de NADH. Imagen modificada de la figura original de la tesis de Canonaco (2003).



Si bien el NAD(H) y el NADP(H) son moléculas de estructura similar e idénticos
potenciales estandar de 6xido reduccién (E¢’= -0.32 V), cumplen funciones diferentes y la
produccién de su forma reducida se encuentra segregada dentro del metabolismo (Carugo
y Argos, 1997). El NADH es utilizado por la célula en la formacién energia a partir de
ATP en la cadena transportadora de electrones y en reacciones fermentativas, mientras
que el NADPH es utilizado mayoritariamente en distintios procesos de biosintesis (Fuhrer
y Sauer, 2009). De esta forma, los electrones transportados por el NADH son capaces de
salir de la célula a través de metabolitos de fermentacion o mediante el aceptor final externo
en la respiracién. Por otro lado los electrones transportados por el NADPH permanecen
dentro de la célula formando parte de la biomasa en forma de aminodcidos, nucledtidos,
etc.

Debido a la diferencia en la funcién de NADH y NADPH, el metabolismo de E. coli
se adapté para diferenciar la sintesis de ambas moléculas dentro de la red (Olavarria y
cols, 2014). En la Figura 2 se observa un mapa simplificado del metabolismo central de E.
coli, destacando la localizacion de las deshidrogenasas, las cuales debido a su especificidad
por un cofactor producen NADH o NADPH de forma segregada. Esto quiere decir que la
produccién de NADPH se encuentra concentrada en la via de las pentosas fosfato mediante
las enzimas glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y fosfogluconato deshidrogenasa
(GND), mientras que la produccion de NADH se encuentra en la glicdlisis y el ciclo de
Krebs. De esta forma FE. coli es capaz de poder adaptar los flujos de las vias metabdlicas
segun los requerimientos, modificando la produccién de NADH o NADPH.

Respecto a las funciones de generacién de energia y produccion de biomasa, esta claro
que se requiere de una concordancia entre ambas para la viabilidad de un organismo. De
esta misma forma, a pesar de tener funcion y vias de produccion diferentes, se necesita de un
balance entre los flujos de produccién de NADH y NADPH. Ademds de poder redistribuir
los flujos de sus vias metabdlicas, F. coli cuenta con dos isoformas de transhidrogenasa: la
de membrana (PntAB) y la soluble (UdhA) las cuales son capaces de tranferir los hidruros

del NADH al NADP y viceversa, respectivamente (Fuhrer y Sauer, 2009).



O @ Viadelas Pentosas
Fosfato
GEP  —f» 6PC —f» RLSP

!

R0)

vy

& S7P R5P

\90-1): DHAP qup- GA:&P:

e

o 1

(@)

= 1.3P,GA

@]

> 3 .

@ Transhidrogenasas

= $

% PEP I UdhA *
Puxmo NADPH+NAD  H* NADP + NADH

@ Acetil-CoA
Ciclode
CIT Krebs

40 =
140,

I, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
SUC-CoA @ Il. fosfogluconatodeshidrogenasa
I, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
V. piruvatodeshidrogenasa
V. isocitrato deshidrogenasa
VI. a-cetoglutarato deshidrogenasa
VII. malato deshidrogenasa
VIlll.enzima malica NAD-dependiente
IX. enzima mélica NADP-dependiente.

Figura 2. Producion de NADH y NADPH en en el metabolismo central de F. coli.

Metabolismo central de FE. coli que incluye la via de las pentosas fosfato, la glicélisis y el ciclo de
Krebs. En verde se presentan las reacciones deshidrogenasas productoras de NADPH y en rojo las
productoras de NADH. Adicionalmente en el cuadro rojo se presentan las transhidrogenasas pntAB

y UdhA. Extraido y modificado de la tesis de Erick Armingol, 2015.



1.2. Electrogénesis y celdas de combustible microbiolégicas

Como se menciond, a través del NADH, las células tienen la capacidad de establecer
un flujo de electrones desde los nutrientes al medio externo. Un ejemplo es el traspaso de
electrones a un aceptor final en la respiracion, el cual puede ser el oxigeno en condiciones
aerdbicas u otros aceptores como fumarato o a aceptores sélidos en diferentes tipos de
respiracién anaerébica (Nellson y cols., 2017. Jensen y cols, 2010).

El traspaso de electrones a aceptores solidos metdalicos es de gran interés por la capa-
cidad de generar electricidad a partir de microorganismos. Existen dos mecanismos por
los cuales este traspaso de electrones puede ocurrir: una transferencia directa (DET) o
una transferenca mediada (MET) (Mao y Verwoerd, 2013A). En el mecanismo directo el
organismo cuenta con un Citocromo-c de membrana el cual es capaz de interactuar direc-
tamente con el sélido metélico. Entre las especies bacterianas electrogénicas que cuentan
con esta maquinaria estd Shewanella (El-Naggar y cols, 2010), Geobacter (Reguera y cols,
2005) y Rhodoferax (Bullen y cols, 2006). Por otro lado, la transferencia mediada requiere
de una molécula, soluble o de membrana, capaz de transportar los electrones al exterior
hasta el aceptor sélido. Existen organismos capaces de sintetizar sus propios mediadores
tales como flavinas o quinonas, denomindndose mediadores endégenos (Okamoto y cols,
2013). Sin embargo, es posible agregar de forma exégena moléculas capaces de extraer y
transportar los electrones desde un organismo hacia al aceptor sélido, generando electri-
cidad a partir de organismos naturalmente no electrogénicos, tales como E. coli. Existen
varios mediadores exdgenos, entre ellos el rojo neutro (NR) se ha reportado ser el mediador
con mayor eficiencia en la generacién de electricidad (Park y Zeikus, 2000).

Las Celdas de Combustible Microbianas (MFC) son dispositivos capaces de aprovechar
el fenémeno de electrogénesis a partir de microorganismos. Estas estdn formados por dos
compartimientos: uno anédico y uno catddico, separados por una membrana permeable a
protones. En el &nodo se encuentra el cultivo en condiciones anaerébicas donde se generan
electrones los cuales son transportados mediante el electrodo hacia el catodo en donde al
estar en presencia de oxigeno y protones forma agua, generando una diferencia de potencial

que finalmente se traduce en una corriente eléctrica (Logan y cols. 2006).



Glucose

o

7 -
Anode Bacterium Membrane Cathode

Figura 3. Celda de combustible microbiolégica (MFC).
Diagrama del funcionamiento de una MFC. El cultivo microbiolégico se encuentra en el dnodo
donde transfiere sus electrones a un electrodo metalico capaz de transportar la corriente hasta el

catodo. Extraido de Logan y cols., 2006.

Hasta el momento se han realizado variadas investigaciones acerca del proceso de op-
timizacién de los componentes de las MFC con el objetivo de mejorar la generacion de
corriente (Mao y Verwoerd, 2013A). A su vez, se utiliza el organismo modelo E. coli en
estas investigaciones. Por esta razén, actualmente existe un debate sobre el mecanismo
exacto por el cual E. coli permite el traspaso de electrones en una MFC. Se ha propuesto
que el NADH esta involucrado en el traspaso de electrones en la MFC. Park y Zeikus (2000)
postularon que el mediador exégeno Neutral Red interactia directamente con el NADH,
siendo el NADH la molécula donadora directa de electrones. Sin embargo, més reciente-
mente Harrington y cols. (2015) postularon que el menaquinol, reducido previamente por
el NADH, es en realidad la molécula involucrada en la interaccién con Neutral Red. Los

dos modelos postulados se observan en la Figura 4.
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Figura 4. Modelos postulados del mecanismo de transferencia de electrones provenien-
tes de NADH en una MFC.

Diagramas de los dos modelos postulados por Park y Zeikus (A) y Harrington y cols. (B) sobre
mecanismo de la transferencia de electrones provenientes de NADH en la generacién de electricidad
de E. coli en una MFC. Park y Zeikus postulan que el NADH interactia directamente con el Neu-
tral Red, transportando sus electrones hacia el electrodo (A). Harrington y cols. postulan que el
neutral red no interactia directamente con el NADH, sino con el menaquinol previamente reducido
por el NADH (B). En la Tabla 3 se presentan las reacciones involucradas en cada modelo, NADH g,
para el modelo de Park y Zeikus y NADH17pp con NADHI10 para el modelo de Harrington y cols.

Figuras modificadas de Park y Zeikus, 2000 y Harrington y cols., 2015



1.3. Ingenieria metabdlica del poder reductor

Las moléculas NAD, NADP y sus formas reducidas son una de las principales respon-
sables del balance redox dentro de la célula. Debido a su importancia existe un interés en
estudiar el efecto de este balance sobre la red metabdlica, por lo que se han realizado varios
estudios relacionados a la modificacion de la produccién y consumo de NADH y NADPH.

Un tema de interés es la producciéon de metabolitos de importancia industrial, como es
el caso del trabajo de Balzer y cols. (2013), los cuales al generar un aumento de NADH
mediante la expresiéon heteréloga de la formato deshidrogenasa NAD-dependiente de C.
boidinii en F.coli, lograron elevar la producciéon de succinato. Otro ejemplo es el trabajo
de Kabus y cols. (2007), los cuales al generar un aumento de NADPH expresando la
transhidrogenasa PntAB de E. coli en C. glutamicum, lograron elevar la produccién de
L-lisina.

Otra area de estudio tiene que ver con la importancia de la especificidad de las deshidro-
genasas por el cofactor NAD o NADP dentro del metabolismo. Bologna y cols. (2007) estu-
diaron dos formas de la enzima maélica, una NAD-dependiente y otra NADP-dependiente.
Los resultados indican que el cambio de especificidad esta relacionado a una diferencia en
las estructuras de las enzimas y en sus sistemas de regulaciéon dentro del metabolismo.

En el laboratorio donde se realiza el presente trabajo, Olavarria y cols. el 2014 estu-
diaron el efecto del cambio de especificidad de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH), de una NADP-dependiente a una NAD-dependiente. Adicionalmente realizaron
la delecién de la proteina fosfogluco-isomerasa (PGI) para aumentar el flujo por la via de
las pentosas fosfato donde se encuentra la G6PDH. En la Figura 5 se observan las cepas
estudiadas por Olavarria y cols. El cambio de especificidad genera una disminucién de la
tasa de crecimiento 44 % respecto de la cepa silvestre debido a una falta de disponibilidad
de NADPH en la célula. Por otro lado, respecto de la cepa Apgi, la tasa de crecimiento
aumenta un 59 % con el cambio de especificidad de GGPDH ya que esta parcialmente alivia
el exceso de NADPH producido por la via de las pentosas. Tanto Olavarria y cols. (2014)

como Long y cols. (2017) observan que la delecién de pgi resulta en una severa disminucién



de la tasa de crecimiento, en 77 % y 80 % respectivamente, debido a diferentes factores, ta-
les como una disminucién en el consumo de glucosa y el mencionado exceso de produccion

de NADPH, en comparacién a la cepa silvestre.
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Figura 5. Vias metabdlicas de las cepas de E. coli con cambio de especificidad de la
G6PDH y delecién de pgi.

Se ilustra un resumen de las via de las pentosas fosfato e inicio de la glicélisis para las cepas de FE.
coli utilizadas por Olavarria y cols. (2014). La cepa silvestre presenté una tasa de crecimiento de
0.64 h'! (a). La cepa con cambio de especificidad en la enzima G6PDH (NAD-G6PDH) presenté
una tasa de crecimiento de 0.36 h™! (b). La cepa con la delecién en ppgi (Apgi) presenté una tasa
de crecimiento de 0.145 h™! (c¢). La cepa doble mutante (NAD-G6PDH-Apgi) presenté una tasa de

crecimiento de 0.231 h* (d). Modificado de Olavarria y cols., 2014.

Finalmente, existe el interés de incrementar la generacion de electricidad en MFC me-
diante la modificacién genética de microorganismos (Yong y cols., 2009, 2014a, 2014b,

Wong y cols., 2016). Sin embargo, faltan estudios que relacionen la produccién de electri-



cidad con el metabolismo de produccién y consumo de NADH y NADPH maés alld de las
propuestas de tanto Park y Zeikus (2000) como Harrington y cols. (2015) sobre la relacién
entre el NADH y la produccién de corriente. A partir de esto, surge la idea de estudiar el
impacto del metabolismo de los cofactores NADH y NADPH mediante las mutantes reali-
zadas por Olavarria y cols. (2014), sobre la produccién de electricidad mediante el sistema

de MFC diseniado por Fernanda Retamal (2018).

1.4. Herramientas bioinformaticas para el estudio del metabolismo

Durante el ultimo tiempo, se han generado herramientas informaticas para el estudio de
procesos biolégicos. Una de estas es Flux Balance Analysis (FBA): un método matematico
que permite simular los flujos de reacciones dentro de una red metabdlica completa op-
timizando una funcién objetivo (generacién de biomasa, consumo de fuente de carbono,
tasa de respiracion, etc.) y estableciendo limites a partir de pardmetros asignados expe-
rimentalmente (Orth y cols., 2010). Investigadores ya han usado esta herramienta para
estudiar la generacion de electricidad en MFC en organismos electrogénicos como Geobac-
ter sulfurreducens (Mao, L., y Verwoerd, W. S., 2013B) y en organismos no electrogénicos
como Saccharomyces cerevisiae (Mao, L., y Verwoerd, W. S. 2013C). Si bien Flux Balance
Analysis ha permitido el estudio in silico de flujos metabdlicos con éxito, esta asume que
el organismo optimiza un proceso en particular, cuando en ciertos casos se ha demostrado
que las bacterias funcionan en un sub-6ptimo (Schuetz y cols., 2012). Una alternativa a
este enfoque metodoldgico es emplear el muestreo mediante Markov chain Monte Carlo
(MCMC), el cual no requiere de una funcién objetivo a optimizar y se considera imparcial,
a diferencia de FBA. Este modelo se basa en la seleccién al azar de una posible solucién y a
partir de este punto explorar el espacio de soluciones de forma estocéstica (Bordobar y cols.,
2014). Este método finalmente entrega una distribucién de las soluciones posibles segin
la frecuencia en la que fueron muestreadas, entregando el flujo mas probable en lugar del
6ptimo. Este procedimiento ya ha sido utilizado con éxito en andlisis de flujos metabdlicos

de bacterias como Corynebacterium glutamicum, donde se estudiaron los flujos metabdli-



cos centrales (Kadirkamanathan y cols, 2006). Estos métodos fueron implementados en

este trabajo y se encuentran detallados en la seccién 2.3

1.5. Hipdtesis

Las mutaciones de cambio de especificidad de GGPDH a una NADH-dependiente y la
delecion del gén pgi en Escherichia coli en condiciones de cultivos electrogénicos generaran
adaptaciones metabdlicas y energéticas, donde las cepas con una mayor produccién de
NADH tendrédn la mayor produccién de corriente mediante el uso de menaquinol como

intermediario, lo que se vera evidenciado mediante andlisis bioinforméticos.

1.6. Objetivo general

Andlisis de la distribucién de flujos metabdlicos mediante FBA y MCMC de cepas de
FEscherichia coli que poseen el reemplazo de la GGPDH (glucosa-6-fosfato deshidrogenasa)
por una forma NAD-dependiente en presencia o ausencia del gen pgi (fosfogluco-isomerasa)

de cultivos en condiciones electrogénicas con glucosa como unica fuente de carbono.

1.7. Objetivos especificos

1. Determinacién del factor de conversién de absorbancia a peso seco de los cultivos

anaerodbicos de E.coli.

2. Medicién de tasa de crecimiento y consumo de glucosa de cultivos MFC de las cepas

WT, G6PDH-NADH, Apgi v Apgi GGPDH-NADH

3. Generacién de modelos con la reaccién electrogénica para las cepas WT, G6PDH-

NADH, Apgi v Apgi GGPDH-NADH.

4. AnAlisis de flujos metabdlicos mediante Flux Balance Analysis (FBA) y muestreo de

Monte Carlo por Cadenas de Markov (MCMC).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales Utilizados

2.1.1. Cepas bacterianas

En este trabajo se utilizaron 4 cepas bacterianas las cuales de detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas utilizadas y sus caracteristicas relevantes

] Cepa Caracteristicas relevantes
Wild Type Cepa K-12 MG1655 con genotipo F- A-
NAD-G6PDH Cambio de especificidad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
Apgi Ausencia de fosfoglucosa isomerasa
Apgi NAD-G6PDH  Cambio de especificidad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
y ausencia de fosfoglucosa isomerasa

2.1.2. Reactivos

Tabla 2. Reactivos utilizados durante este trabajo

Reactivo Proveedor
Agarosa Calbiochem
Felpa de Grafito Sigracell
Membrana permeable a cationes Membranes International Inc.
Cable Platino Agencias Nérdicas S.A.
Peptona DIFCO
Extracto de Levadura DIFCO
K3 [Fe(CN)g] Sigma-Aldrich
Rezasurina Sigma-Aldrich
Tiamina Sigma-Aldrich
KH5POy Merck S.A.
NaCl Merck S.A.
Rojo Neutro Merck S.A.
D-Glucosa Merck S.A.
FeCl, Merck S.A.
MgSQOy4 - 7TH20 Merck S.A.
CaCl, - 2H50 Merck S.A.
Etanol Merck S.A.
NH,Cl1 Merck S.A.
NaHyPOy4 Merck S.A.
ZnSOy Merck S.A.
CuCly Merck S.A.
MnCl, Merck S.A.
CoS0Oy4 Merck S.A.
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2.1.3. Medios de Cultivo

Medio Lysogeny broth (LB)

Cada litro de medio LB se constituye de los siguientes componentes: 10 g de peptona,
10 g de NaCl y 5 g de extracto de levadura. Los componentes se disolvieron en 900 mL de
agua mili-Q y se ajusté el pH a 7. Luego se agregd agua mili-Q hasta alcanzar el volumen

de 1 L y se esterilizé mediante autoclave.

Medio Lysogeny broth Agar (LB Agar)

Cada litro de medio LB Agar se constituye de los siguientes componentes: 10 g de
peptona, 10 g de NaCl, 5 g de extracto de levadura y 17 g de agar. Los componentes se
disolvieron en 900 mL de agua mili-Q y se ajusté el pH a 7. Luego se agregé agua mili-Q

hasta alcanzar el volumen de 1 L y se esterilizé mediante autoclave.

Medio Minimo M9 Glucosa

Cada litro de medio minimo M9 glucosa se constituye de los siguientes componentes:
3,0 g de KHoPOy, 5,96 g de NagHPOy, 1,02 g de NH4Cl y 0,5 g de NaCl. Los componentes
se disolvieron en 900 mL de agua mili-Q y se esterilizé mediante autoclave. Se adicioné 1
mL de cada una de las siguientes soluciones previamente esterilizadas: MgSOy4 2 M, CaClg
0,1 M, Tiamina 3 mM y sales traza. La solucién de sales traza de compone cada 1 L de:
1,8 g de ZnSOy4 - TH20, 1,2 g de CuCl, - 2H50, 1,4 g de MnCls - 4H50, 2,1 g de CoSOy -
TH20 y 10 g de FeCls - 6H2O. Finalmente se agregd glucosa al medio a una concentracién

final de 6 g-Lt.

2.2. Cultivos Bacterianos y Mediciones
2.2.1. Pre-indculos

Las cepas utilizadas en este trabajo se mantuvieron almacenadas en LB 50 % glicerol

a -80°C. Para las cepas WT y NAD-G6PDH se aislaron colonias inoculando placas con
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medio LB Agar las cuales finalmente fueron incubadas a 37°C por aproximadamente 18
horas. Para las cepas Apgi y Apgi NAD-G6PDH se realizaron pre-inéculos anaerdbicos en
medio LB. Para esto, se utilizaron botellas de 100 mL conteniendo 25 mL de medio LB. Se
purgé el medio dentro de la botella con nitrégeno gaseoso por 3 minutos. Con una punta
esterilizada se retiré bacteria del stock de -80°C y se inocul6 el medio introduciendo la
punta a la botella. Luego se cerré la botella con una tapa que posee dos septas de butilo y
mediante la septa se purgo el aire restante por 2 minutos. Finalmente las botellas fueron

incubadas bajo agitaciéon a 37°C por aproximadamente 3 horas.

2.2.2. Celda de combustible microbiolégica

La celda de combustible microbiolégica se compone de una celda de dos compartimien-
tos de 120 mL, el anodo y el cdtodo, separados mediante una membrana permeable a
protones circular de 9,62 cm?. El 4nodo debe mantenerse en condiciones anaerdbicas, por
lo cual tiene una tapa con dos septas de butilo tapadas con gomas. Por una de las septas
cruza el alambre de platino del electrodo y por la otra cruza la aguja de una jeringa, con
una manguera conectada dentro de la botella para la toma de muestras. La aguja a su vez
esta conectada a la jeringa mediante una llave de tres pasos. El compartimiento anddico
contiene el cultivo bacteriano detallado en la seccién 2.2.3. El catodo debe mantenerse en
condiciones aerdbicas, por lo que posee una tapa con un espacio abierto el cual se cubre con
parafilm y se hacen orificios. En un orificio se inserta el alambre de platino del electrodo.
El compartimento catédico contiene una solucion de 100 mM de buffer fosfato y 50 mM
de ferricianuro. Tanto el electrodo del anién como el del cation poseen una felpa de grafito
de 2cm? unida en la punta del alambre de platino. Al electrodo anédico se le conecta una
resistencia de 1 k{2, el cual a su vez se conecta a un multimetro (HoldPeak HP-90EPC) y
finalmente se cierra el circuito con el multimetro unido al electrodo catédico. El multime-
tro se conecta a un computador capaz de registrar los datos de intensidad de corriente
(1A). Tanto el compartimiento anddico como el compartimiento catédico tienen una barra
magnética. El sistema finalmente se monta en un contenedor con un bano termorregulado
a 37°C sobre un agitador magnético. El esquema de la celda de combustible se encuentra

ilustrado en la Figura 6.
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Figura 6. Esquema de la celda de combustible microbiolégica (MFC)
Diagrama del montaje de los componentes de la MFC disenado por Fernanda Retamal (2018). El

bano termorregulado no se encuentra ilustrado.

2.2.3. Cultivos electrogénicos

Para los experimentos en las MFC se realizaron cultivos con las cepas en el compar-
timiento anddico. La solucién anddica consistia de 120 mL de medio minimo M9-Glucosa
y NR 20 pM. Para lograr la condicién de anaerobiosis se purgé la solucién anddica con
nitréogeno gaseoso por 10 minutos. En el caso de las cepas WT y NAD-G6PDH el medio
fue inoculado mediante colonias aisladas, mientras que para las cepas Apgi y Apgi NAD-
G6PDH se utilizaron pre-indculos anaerdbicos, tal como de describen en la seccién 2.2.1.
Una vez montada la celda de combustible microbiana, se registré la intensidad de corriente
y se tomo6 una muestra de 1mL del cultivo cada 30 o 60 minutos para medir el consumo
de glucosa y la tasa de crecimiento. De la muestra se extrajo 100 uL para la medicién del
consumo de glucosa, los cuales se dejaron incubar por 10 minutos a 90°C para luego ser
centrifugados a 14000 rpm por 10 minutos a 4°C. Para obtener el medio extracelular se
tomaron 80 ul. del sobrenadante los cuales luego se diluyeron con agua nanopura hasta
alcanzar un volumen final de 800 pL para finalmente ser almacenados a -80°C. Con el

volumen sobrante de la muestra original se midié la densidad 6ptica a 660 nm.
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2.2.4. Determinacion del factor de conversién de biomasa

Para poder expresar la biomasa en unidades de gDW-L'! se requiere del factor de
conversién de biomasa (f). Para obtener el valor de f se realizaron tres cultivos de la
cepa WT en medio minimo M9 glucosa, dejandolos incubar a 37°C bajo agitacion. Se
tomaron dos alicuotas de 15 mL en triplicado a distintos tiempos del crecimiento del
cultivo, depositandolas en tubos previamente masados. De los 15 mL, se utilizé 1 mL para
medir la densidad éptica a 600 nm y el resto se centrifugé a 14000 rpm por 10 minutos
a 4°C. Se eliminé el sobrenadante y se dejé secar el sedimento a 100°C por 24 horas.
Finalmente se maso el tubo conteniendo la muestra secada y se calcul6 la diferencia con el

tubo vacio, normalizando por el volumen de la muestra centrifugada (14 mL).

2.2.5. Determinacion del consumo de glucosa

Se midié la concentracion de glucosa de las muestras de medio extracelular utilizando
kit D-glucosa-HK (Megazyme) junto al equipo Synergy 2 Multi-Mode Microplate Readers
(BioTek). El kit consiste en un ensayo acoplado en donde la D-glucosa es fosforilada por
la enzima Hexokinasa (HK) + ATP, a glucosa-6-fosfato (G-6-P). La glucosa-6-fosfato (G-
6-P) en presencia de la enzima glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PDH) es oxidada por
NADPT a gluconato-6-fosfato, formando NADPH con una relacién estequiométrica 1:1 con
la D-glucosa consumida. Es posible medir el cambio de concentracion de NADPH ya que
este absorbe a 340 nm.

Las muestras fueron medidas en una placa de 96 pocillos que se constituian de 200 pL
de agua, 10 uL de buffer, 10 pL de solucion NADP + ATP y 10 pL. de medio (agua en
el caso del blanco y glucosa a una concentracion de 0,4 g-L ! en el caso del estandar). Se
midio la absorbancia de la solucién a 340 nm por 5 minutos con una temperatura de 37°C.
Luego se agregd 2 ul del mix de enzimas HK-G6PDH y se volvié a medir la absorbancia

en las mismas condiciones. La concentracién de glucosa presente en la muestra se calculd
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utilizando la siguiente férmula:

AA muestra

A estandar [Glucosa estandar] Fp (1)

[Glucosa muestra] =

Donde AA corresponde a la diferencia entre las absorbancias después y antes de adi-
cionar las enzimas y Fp el factor de dilucién de la muestra.
El crecimiento bacteriano en un cultivo batch puede ser descrito por el siguiente sistema

de ecuaciones diferenciales:

as(t) _ —u(5(0)
i = e X )
P _ (s x) Q

Donde la ecuacién (2) representa la tasa de cambio del sustrato en el tiempo (en este
caso, glucosa) y la ecuacién (3) representa la variacién de biomasa en el tiempo. S(t)
corresponde a la concentracién de sustrato (mM) en un tiempo (t) determinado de cultivo;
1(S(t)) corresponde a la tasa de crecimiento (h™!) determinada para la concentracién de
sustrato al tiempo t; Yx g corresponde al rendimiento de biomasa producida por sustrato
consumido (gDW de biomasa - mmol de glucosa ') y X(t) representa la concentracién de

biomasa (gDW-L1) en el tiempo t. De la ecuacién (3) se tiene:

u(S(t) = d);ft) Xl(t) (4)

Que al reemplazarlo en la ecuacién (2) queda:

ds(t) = Y;(js X (#) (5)

Integrando:

5(0) Yx/s Jx(0)
S(t) - S(0) = Y;/S X(0) — X(1)) (7)
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Resultado finalmente:

S(t) = 5(0) + Y;/S (X(0) - X()) (8)

Donde S(0) y X(0) corresponden a la concentracién inicial de sustrato (mM) y de
biomasa inoculada (gDW-L1), respectivamente. A partir de esto, se graficé la concentracion
de sustrato medida en funcién de la biomasa expresada en gDW-L™! para el mismo tiempo
de medicién. Al realizar la regresién lineal, la pendiente obtenida correspondié a -1/Yx /S
el cual al multiplicarlo por la tasa de crecimiento fue posible calcular la tasa de consumo

de glucosa (Qglc) en unidades de mmol-gDW-1-h!:

Quie = — u(S(8)) (9)

Xx/8
2.2.6. Determinacion del flujo de electrones

Para determinar el flujo de electrones por unidad de biomasa se consideré la siguiente

relacion entre la intensidad de corriente y la densidad 6ptica:

(10)

Donde r es la razén de cambio de la corriente en funcién de la densidad Optica, es
decir, la cantidad de corriente en mA que aporta cada unidad de biomasa en términos de
densidad 6ptica. Para expresar el flujo de salida de electrones desde la bacteria en funcién
de r (Fe(r)), es necesario convertir la DO a unidades de peso seco:

Fe(r) = £ [;fév} (11)

Donde V corresponde al volumen en litros y f al factor de conversién a biomasa en
unidades de gDW-L1-DO! descrito en la seccién 2.2.4. El registro experimental de la

corriente fue en amperes, pero es posible representar la corriente como Coulomb de carga
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por segundo:

1[A]=1[C s (12)

Al dividir 1 C por la carga elemental (e = 1,6021-10"! C) se obtiene el nimero de
electrones presentes en 1 C. El nimero de electrones dividido por el nimero de Avogadro
(NA = 6,0225-10%3 mol™!) equivale al niimero de moles de electrones equivalentes presentes

enl C.

1C) = - leA mol] (13)

Reescribiendo la ecuacién (12) para expresarla en unidades de mmoles y horas:

1lmA] =

1 {mmol} ~ 3600 {mmol} (14)

e Ny s e Ny h

Reemplazando la Ecuacién (14) en la Ecuacién (11), se obtiene el flujo de electrones

en mmoles de electrones por unidad de peso seco por hora:

Fe(r) = r 0,0373 { mmol ]

fv gDW h (15)

2.3. Analisis Bioinformatico

La red metabdlica de un organismo puede ser representada matemaéticamente en su
totalidad mediante la matriz estequiométrica (S). Esta posee m filas, que representa el
numero de metabolitos, y n columnas, que representa el numero de reacciones del siste-
ma. Cada celda de esta matriz contiene el coeficiente estequiométrico el cual determina
los metabolitos que participan en las reacciones. Se asigna un valor negativo para aquellos
metabolitos que son consumidos, cero para los que no participan y positivo para los que
son producidos en la respectiva reaccién. Todos los flujos metabdlicos de la red pueden ser
representados por un vector de velocidad (%), de dimensién igual al nimero de reacciones
del sistema (equivalente al nimero de columnas de la matriz S). El cambio de las concen-
traciones de los metabolitos en el tiempo se encuentra contenido en un vector dZ/dt, de

dimension igual al nimero de metabolitos del sistema (equivalente al nimero de filas de la
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matriz S). Este cambio puede ser representado mediante ecuaciones de balance de masa,

utilizando la matriz S y el vector v:

osw (16)

El espacio de soluciones contiene todas las combinaciones de flujos que hacen posible
la ecuacién (16), presentando una infinidad de soluciones. Para reducir el tamano del
espacio de soluciones, el modelaje basado en restricciones integra la condicién de estado

estacionario, donde la tasa de cambio de todo metabolito debe ser igual a cero:

SF=0 (17)

El estado estacionario implica que todo flujo de produccién de un metabolito debe ser
equiparado por uno de consumo, manteniendo las concentraciones constantes en el tiempo,
tal como se espera que suceda en la fase exponencial del crecimiento microbiano (Monod,
1949). A su vez, es posible integrar valores de flujos metabdlicos calculados experimental-
mente que restringen ain mas el espacio de soluciones, tal como la biomasa, el consumo
de fuente de carbono o el consumo de oxigeno. De esta forma, el espacio de soluciones se
reduce y es posible encontrar los distintos vectores ¢ que componen este espacio, tal como
se encuentra esquematizado en la Figura 7.

Actualmente, investigadores han generado modelos in silico que representan las reac-
ciones metabdlicas de un organismo. Existen modelos de variadas especies, desde E. coli
hasta H. sapiens. Los modelos se encuentran en bases de datos como BiGG Models y son
actualizados a medida que las investigaciones revelan méas conocimiento sobre las redes me-
tabolicas de los organismos. Estos son descargables de forma gratuita, permitiendo realizar

analisis o modificaciones sobre ellos segin el interés de la investigacion.
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Metabolic network == Stoichiometric matrix == Imposition of constraints
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Figura 7. Modelaje basado en restricciones

Diagrama de los pasos del modelaje basado en restricciones. Una red metabdlica puede ser expre-
sada como una matriz estequiométrica que contiene la produccién y consumo de los metabolitos
asociada a cada reaccién de dicha red. Las velocidades que estas reacciones presentan un espacio
de soluciones infinito el cual es restringido segun la condicién de estado estacionario y parametros

medidos experimentalmente. Extraido de Bordbar A. y cols, 2014.

Existen diferentes herramientas bioinformaticas que permiten explorar el espacio de
soluciones. Fluxr Balance Analysis emplea métodos de programacién lineal para optimi-
zar una funcién objetivo, obteniendo los valores minimos o méaximos del ¢’ de la reaccién
seleccionada, los cuales corresponden a los vértices del espacio de soluciones. Esto frecuen-
temente corresponde a la maximizacién de la velocidad de produccién de biomasa (tasa de
crecimiento), fundamentado en que durante la fase exponencial ésta es maxima. Sin em-
bargo, FBA contiene el sesgo que supone que el organismo esta activamente optimizando
sus recursos para una de sus reacciones metabdlicas. Para evitar esto, se han desarrollado
métodos de muestreo que exploran el espacio de soluciones sin preferencias. Uno de estos
algoritmos es Markov chain Monte Carlo, el cual genera puntos de inicio aleatorios y se
mueve de forma estocastica a través del espacio de soluciones, muestreando el espacio.
MCMC finalmente entrega la frecuencia con que cada punto fue muestreado, donde los
valores de ¥ de mayor frecuencia son los mas probables para cada una de las reacciones del
modelo. En la Figura 8 se encuentran las diferencias entre FBA y MCMC.

Utilizando FBA y MCMC es posible realizar una serie de andlisis bioinforméticos que
reflejen el comportamiento metabdlico de un organismo. En este trabajo se construyeron

de forma in sillico las distintas cepas utilizadas en los experimentos de MFC, calculando su
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ATP de mantencién, analizando los distintos mecanismos electrogénicos posibles mediante
barridos de sensibilidad y simulando las distribuciones de flujos del metabolismo central.
Esto fue llevado a cabo utilizando la herramienta COBRA Toolbox (Schellenberger y cols.,
2011) para MATLAB (MathWorks®)). Todos los cédigos escritos para este trabajo se

encuentran en el Anexo 1.

O Flux-balance analysis
O Flux variability analysis

© MCMC sampling

Figura 8. Muestreo del espacio de soluciones segin Flux Balance Analysis o Marvok
Chain Monte Carlo

Esquema de la metodologia de FBA y MCMC para explorar el espacio de soluciones. Los ejes
corresponden a los vectores ¢ de las distintas reacciones del modelo, en este caso, simplificado a
solo tres. FBA entrega los vértices del espacio de soluciones, los cuales corresponden a los minimos
y maximos, mientras que MCMC muestrea el espacio de soluciones en su totalidad. Extraido y

modificado de Bordbar A. y cols, 2014.

2.3.1. Construccion de modelos de cepas

En este trabajo se utilizé el modelo iJO1366 como reconstruccién metabdlica de la cepa
K-12 MG1655 de E. coli (Orth y cols, 2011). A partir de este modelo se constuyeron los
modelos de las cepas electrogénicas WT, NAD-G6PDH, Apgi y NAD-G6PDH Apgi. Para

esto, fue necesario agregar reacciones que simularan la extraccién de electrones del proceso
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electrogénico:

menaquinol 8 + NR oxidado = menaquinona 8 + NR reducido (18)

NR reducido — NR oxidado (+2e 4+ 2H) (19)

La ecuacién (18) y (19) darfa cuenta a la salida de 2 electrones y 2 protones hacia
afuera de la célula, obtenidos a partir del menaquinol utilizando el rojo neutro como in-
termediario. Estas reacciones fueron fijadas a los valores de flujo de electrones obtenidos
experimentalmente para cada cepa.

En el caso de las cepas mutantes, se simulé la delecién de pgi restringiendo el limite
inferior y superior del valor de flujo metabdlico que puede adoptar la reaccion catalizada por
esta enzima a un valor de 0. La simulacién del cambio se especificidad de la enzima G6PDH
se logré mediante el cambio de los coeficientes estequiométricos de NADP y NADPH de
esta reaccién, fijandolos en 0, mientras que para NAD y NADH se modificaron por -1 y 1,
respectivamente.

Adicionalmente a los valores de flujo de electrones, se restringieron los modelos de
cada cepa segun los datos de tasa de crecimiento y consumo de glucosa determinados
experimentalmente y simulando la condicién de anaerobiosis fijando el valor del consumo
de oxigeno a 0. Debido a problemas con el modelo (loops, flujos falsos), fue necesario forzar
los flujos de la reacciéon G6PDH con valores de literatura, al 12,20 % del consumo de glucosa
para las cepas WT y NAD-G6PDH (Chen y cols, 2011) y al 100 % del consumo de glucosa
para las cepas Apgi y NAD-G6PDH Apgi. Adicionalmente fue necesario forzar los flujos de
entrada de glucosa via PEP (GLCptspp) de las cepas Apgi y NAD-G6PDH Apgi al 100 %
del consumo de glucosa. Finalmente se restringieron reacciones que contradecian la realidad
biolégica de las cepas tales como MOX, SUCOAS y HACD. Todas estas restricciones tienen
como objetivo que el estudio de las simulaciones de los cultivos electrogénicos sean lo mas

similares posibles a los fendmenos que ocurren in vivo.
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2.3.2. Determinacion del ATP de mantencion

El ATP de mantencién (ATPM) corresponde a la demanda energética basal no asociada
a la generacion de macromoléculas ni al crecimiento, tal como el reciclaje de membrana o
la mantencién de la homeostasis celular (Feist y cols, 2007). En el modelo, esta demanda

energética es representada con la siguiente formula:

ATP + HyO — ADP+ Pi+ H* (20)

Es posible obtener el valor del ATPM de forma experimental desde cultivos continuos
(Russell y Cook, 1995), sin embargo también es posible estimar su valor mediante Fluz Ba-
lance Analysis. Para esto, primero se fijaron los valores experimentales (biomasa, consumo
de glucosa, flujo de electrones y consumo de oxigeno) para luego se maximizar el flujo de la
reaccién de ATPM del modelo, lo que a su vez significa la optimizacién del rendimiento de
ATP. Se realizé esta aproximacién debido a que los flujos bacterianos se aproximan a una
superficie de Pareto que contempla el crecimiento y produccién de energia maxima con el
minimo uso de enzimas (Schuetz y cols, 2012). El valor obtenido se fijé al limite inferior

de la reaccién de ATPM.

2.3.3. Anadlisis de los mecanismos electrogénicos

En este trabajo se analizaron los distintos mecanismos electrogénicos que podria pre-
sentar E. coli. Se simularon cuatro posibles mecanismos en el modelo de cepa W, listados
en la Tabla 3. Los modelos NADH17pp, NADH10 y DHORDS corresponden a mecanismos
que utilizan menaquinona, la cual actia como un intermediario interactuando con el rojo
neutro el cual finalmente libera los electrones hacia el electrodo. De estos tres mecanismos,
dos de ellos, NADH17pp y NADH10, utiliza NADH como dador de electrones entregando-
selos a la menaquinona mediante reacciones de su mismo nombre. La diferencia de estas
dos reacciones es que NADH17pp genera una gradiente de protones, mientras que NADH10
no. DHORD?5 a diferencia de NADH17pp y NADH10, no utiliza NADH como dador de
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electrones sino que utiliza la molecula dihidroorotato. Se estudié este mecanismo ya que al
dejar el modelo libre el sistema escoge la reaccion DHORDS como dador de electrones para
la reaccién electrogénica. Adicionalmente, se simulé el mecanismo en donde no se utiliza
menaquinona como intermediario, sino que el NADH interactia directamente con el rojo
neutro para la generacién de electricidad (NADy;,). Para estudiar los distintos modelos,
se realizé un andlisis de sensibilidad variando el flujo de electrones por los distintos meca-
nismos, optimizando biomasa en condiciones anaerdbicas y el consumo de glucosa fijo al
valor medido experimentalmente. De esta forma, se pudo analizar el beneficio a nivel de

biomasa de cada mecanismo y como el metabolismo responde a su variacion.

Tabla 3. Mecanismos electrogénicos analizados en el modelo WT

Mecanismo Reacciones electrogénicas

NADHg;, Hic| + NADH|c] + NRoy = NADIc| + NR,q
NRyeq — NRoy

4H|[c] + mgn8|c] + NADH [c] = mql8|c] + NAD[c] + 3H|p]
NADHI17pp mql8[c] + NR,, = mgn8|c] + NR,cq
NR,cq — NR,,

H{c] + mgn8|c] + NADH |[c] = mql8[c] + NAD|(]
NADH10 mql8[c] + NR,, = mqn8|c] + NR,cq
NR;cq = NRoy

dhorS|c] + mgn8|c] = mql8|c| + orot[c]
DHORD5 mql8[c] + NR,, = mgn8[c] + NR,cq
NR,cq = NRoy

2.3.4. Distribuciones de flujo

Una distribucién de flujos metabdlicos corresponde a la determinacién de los valores de
todas las reacciones dentro de un modelo metabdlico. Tal como se resume en la Figura 9,
se realizé este andlisis para cada una de las cepas estudiadas, restringiendo los modelos con
los valores experimentales (tasa de crecimiento, consumo de glucosa, flujo de electrones y
consumo de oxigeno) correspondientes a cada cepa. De esta forma, se simularon las condi-

ciones de los cultivos para estudiar los mecanismos de adaptaciéon del metabolismo segin
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las distintas mutaciones. El analisis se realizé mediante el método de MCMC, seleccionan-
do los valores de flujo més probables, tras las previas restricciones descritas en la seccion
2.3.1. y optimizaciéon de ATPM. Si bien se obtuvieron los flujos de las 2583 reacciones que

componen al modelo iJO1366, el andlisis se realizé con un enfoque al metabolismo central

de la bacteria.

Datos Experimentales Distribucién
Modelos Cepas " .
o Gonsuma e glucosa de Flujos
.-A_P ol Flujo de electrones R
’ [
APGI NAD-GEPDH Consumo de oxigeno : "o »
] & g,’-
® ‘|\ /L ¥
f = = s ilz - .
* Maximizacion ATPM - s
Fiux Balance Analysis [ e
& —
K -T‘V::v -
J\ /L g M2
el Q_ « &
. - LAl f
Flujo mas Probable %‘5.5 o
NMarkov Chain Monte Cario o
b

Figura 9. Método para la determinacion de las distribuciones de flujos
Resumen de los pasos descritos en la seccién 2.3.4. para la obtencién de la distribucién de flujos

metabdlicos in silico de las cuatro cepas estudiadas en este trabajo.

2.3.5. Calculo de la tasa de producciéon de metabolitos

A partir de la distribucion de flujos obtenida anteriormente, es posible calcular la tasa
de produccién y de consumo de cada metabolismo del sistema. A partir de los modelos
utilizados en COBRA que supone un estado estacionario, se calcula la tasa de produccién
(¢) de un determinado metabolito (i) utilizando la siguiente férmula:

1 n
vi=35 > 1Sy - vl (21)

J=1

Donde j representa el nimero de reaccién del modelo, por lo que S(i,j) representa el
coeficiente estequiométrico del metabolito i en la reaccién j, presente en la matriz este-

quiométrica (S) y vj indica el flujo metabdlico de dicha reaccion.
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3. RESULTADOS

3.1. Parametros Fisiolégicos
3.1.1. Coeficiente de conversién de biomasa

Las herramientas de COBRA utilizan valores de flujos metabdlicos en unidades de
mmol-gDW-1-h'!, por lo que es necesario estimar los pardmetros fisiolégicos en estas uni-
dades. Para esto se requiere que la biomasa esté representada en gramos de peso seco por
litro (gDW-L!). Sin embargo, experimentalmente la biomasa fue medida en unidades de
DO, por lo que fue necesario determinar el coeficiente de conversién de biomasa (f) que
relaciona la DO con el peso seco por litro. Para ello, se tomaron muestras de un mismo
cultivo a distintos tiempos, a los cuales se les midi6 la absorbancia y la masa de la muestra
seca. El factor de conversién (f) corresponde a la pendiente de la regresién lineal de la

Figura 10, para la cual se obtuvo un valor de f=0.4 gDW.L-1.DO"!.

0.4

_ )

- 0.3-

=

2 0.2 $

®©

(7))

o

€ 0.1 ,

o Y=0.4*X R<=0.8559
0-0 1 ] 1 ] T 1

04 05 06 07 08 09

oD 660, ,

Figura 10. Determinacion del factor de conversion de absorbancia a peso seco.

Se exhibe la correlacién entre la densidad éptica registrada y la masa de las muestras secadas por
24 horas a 100°C a distintos tiempos del cultivo anaerébico en presencia de rojo neutro 20 M.
La masa fue normalizada a unidades de concentracién dividiendo por el volumen de las muestras
extraidas. Se muestra el promedio de las mediciones en triplicado (circulos) y la desviacién estandar

correspondiente (barras). Resultados extraidos junto a F. Retamal.
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3.1.2. Tasa de crecimiento, consumo de glucosa y flujo de electrones

En el presente trabajo, se estudiaron cultivos electrogénicos en condiciones anaerdbicas
de cuatro cepas dinstintas; Wild Type, NAD-G6PDH, Apgi y NAD-G6PDH Apgi, a las
cuales se determinaron los valores de tasa de crecimiento, consumo de glucosa y flujo de
electrones.

Para cada cultivo se midié a lo largo del tiempo; la corriente producida, la absorbancia a
660nm y la concentracién de glucosa presente en el medio. El curso temporal del incremento
en biomasa junto a la corriente generada se observan en la Figura 1la, 1le, 12a y 12e
para las cepas Wild Type, NAD-G6PDH, Apgi y NAD-G6PDH Apgi respectivamente. La
relacion entre cantidad de glucosa en el medio y biomasa respecto al tiempo se observa en
la Figura 11d, 11i, 12d y 12i para cada cepa en el mismo orden anterior.

Para determinar la tasa de crecimiento (u) se realizé la regresién lineal del grafico
logaritmico del incremento de biomasa respecto al tiempo (Figura 11b, 11g, 12b, 12g),
donde la pendiente corresponde al valor en unidades de h™'.

El flujo de electrones (Fe) se obtuvo a partir de la regresién lineal de la corriente en
mA en funcién de la biomasa en densidad 6ptica (Figura 11c, 11h, 12¢, 12h). La pendiente
de esta regresién entrega el valor de r (mA-DO, el cual corresponde al rendimiento de
electricidad por unidad de biomasa. Utilizando la Ecuacién 15 es posible calcular el flujo
de electrones en valores de mmoles-gDW-!-h!.

El consumo de glucosa (Qglc) se determiné mediante la regresién lineal de la relacién
entre la concentracién de glucosa en mM y la biomasa en unidades de gDW-L™! (Figura 11e,
11j, 12e, 12j), donde la pendiente corresponde al inverso negativo del rendimiento Yy /S
Al multiplicar la pendiente por la tasa de crecimiento se obtiene el consumo de glucosa en
unidades de mmoles-gDW--h"! (Ecuacién 9).

En la Tabla 4 se presentan los valores de los parametros mencionados para cada cepa.
De estos, los valores de la tasa de crecimiento, el flujo de electrones y el consumo de glucosa,
junto a la condicién de anaerobiosis (consumo de oxigeno igual a 0), serdn utilizados como

restricciones para la simulacién in silico.
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Figura 11. Medicion de los parametros fisiolégicos cepas WT y NAD-G6PDH.

La primera columna (a-e) corresponde al cultivo de la cepa WT y la segunda (f-j) a la cepa NAD-
G6PDH. Se midieron los siguientes pardametros: (a,f) El curso temporal del incremento en biomasa
junto a la corriente generada. (b,g) La regresion lineal del logaritmo natural de la biomasa a
través del tiempo. (c,h) La regresion lineal de la corriente en funcién de la biomasa. (d,i) El curso
temporal de la relacién entre cantidad de glucosa en el medio y biomasa. (e,j) La regresion lineal

de la concentracién de glucosa en relacion a la biomasa. Resultados extraidos junto a F. Retamal.
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Figura 12. Medicion de los parametros fisiolégicos cepas Apgi y doble mutante.

La primera columna (a-e) corresponde al cultivo de la cepa Apgi y la segunda (f-j) a la cepa NAD-
G6PDH-Apgi. Se midieron los siguientes pardmetros: (a,f) El curso temporal del incremento en
biomasa junto a la corriente generada. (b,g) La regresion lineal del logaritmo natural de la biomasa
a través del tiempo. (¢,h) La regresion lineal de la corriente en funcién de la biomasa. (d,i) El curso
temporal de la relacién entre cantidad de glucosa en el medio y biomasa. (e,j) La regresién lineal

de la concentracién de glucosa en relacién a la biomasa. Resultados extraidos junto a F. Retamal.
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Tabla 4. Valores de los parametros fisiolégicos de los cultivos electrogénicos

Parametro WT  NAD-G6PDH  Apgi NAD-G6PDH-Apgi
Tasa de Crecimiento 0.3243 0.3796 0.1501 0.1459
()
Rendimiento de Electrones 0.0546 0.0654 0.0368 0.0521
r (mA-DO?)
Flujo de Electrones 0.0425 0.0508 0.0286 0.0405
Fe (mmol,-gDW-t-h'1)
Rendimiento de Biomasa 0.0119 0.0081 0.0161 0.0072
Yx/s (gDW-mmolglc'l)
Consumo de Glucosa 27.261 46.881 9.323 20.134
Qgle (mmolge-gDW-1-h1)

3.2. Analisis Bioinformaticos
3.2.1. ATP de mantencion

Para el modelamiento de las cuatro cepas se usaron restricciones provenientes de los
datos fisiolégicos mencionados de la Tabla 4, ademas de la condicién de anaerobiosis.
Mediante FBA se procedié a optimizar la funcién de ATP de mantencién (ATPM), debido
a las razones presentadas en la seccién 2.3.2., optimizando su maximo valor para cada
modelo. Los valores de los flujos de ATPM calculados para cada cepa fueron de 36.3, 76.5,
0.3 y 16.8 mmoles-gDW-1-h"! para las cepas WT, NAD-G6PDH, Apgi y NAD-G6PDH-
Apgi respectivamente. Considerando el ATP total como la suma del ATPM més el ATP
utilizado en biomasa, el consumo de ATP destinado a mantencién representa el 67 %, el
79%, el 4% y el 68 % del ATP total del organismo para las cepas WT, NAD-G6PDH, Apgi
v NAD-G6PDH-Apgi respectivamente.

Las diferencias observadas entre los valores para cada cepa resultan de que los cultivos
tuvieron distintos valores en su tasas de crecimiento y consumo de glucosa (Tabla 4). Los
flujos de ATPM calculados fueron usados como restricciéon en cada modelo correspondiente

para las siguientes simulaciones de distribucién de flujos metabdlicos.
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3.2.2. Mecanismos Electrogénicos

Como se mostré en la seccién 1.2. (Figura 4), para E. coli existen dos mecanismos
propuestos para la salida de electrones desde el metabolismo hacia la molécula mediadora
NR, en la produccién de electricidad en MFCs. Para evaluar la hipétesis de Parks y Zeikus,
se gener6 el modelo NADHdir, mientras que para evaluar la de Harrington y cols. se tuvo
que evaluar dos posibilidades debido a que existen dos reacciones que permiten el traspaso
de protones de NADH hasta la menaquinona en el modelo iJO1366. El primero, NADH10
utiliza un proton citoplasmético para reducir la menaquinona a menaquinol, mientras que
la segunda, NADH17pp, utiliza cuatro protones citoplasméticos, uno para reducir la me-
naquinona mientras que los tres sobrantes pasan al periplasma, aumentando la gradiente
protén motriz del sistema. Por otro lado, la distribucion de flujos de la optimizacion de
ATPM previamente realizada mediante FBA en la seccién 3.2.1. indica que si bien la salida
de electrones hacia el NR podia ocurrir a través del menaquinol, no requeria de las reac-
ciones NADH10 ni NADH17pp para abastecerse de equivalentes de reduccién (datos no
presentados). Interesantemente, en vez de NADH, el modelo prefiere la reaccion DHORDS
la cual utiliza dihidroorotato, reduciendo la menaquinona a menaquinol y generando oro-
tato. Por lo tanto, finalmente se evaluaron cuatro mecanismos: NADH17pp, NADHI10,
DHORD5 y NADHdir. Es posible observar cada modelo con las reacciones involucradas en

la Tabla 3, ademés de un diagrama en la Figura 13.

DHORD5

NADH10
NADH m—— mql 8 ELEC

NADH17pp

NADHdir

Figura 13. Modelos electrogénicos y su relaciéon con el NADH y el menaquinol.
El NADH puede ser producido por varias reacciones, (flechas rojas) a si mismo como puede ser

consumido por otras reacciones (flechas naranjas y moradas). Segin la hipétesis de Parks y Zeikus
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este puede ser consumido directamente para la produccién de electricidad con la reaccion NADHdir.
A su vez, el NADH también tiene la opcién mediante las reacciones NADH10 y NADH17pp de
producir menaquinol (flechas moradas) el cual finamente puede ser utilizado en varias reacciones
(flechas celestes), entre ellas la reaccién electrogénica ELEC. Adicionalmente, el menaquinol puede
ser producido por otras reacciones que no utilizan el NADH como cofactor (flechas azules), entre

ellas DHORDS.

Una vez construidos los modelos, se realizé6 un andlisis de sensibilidad en el cual se
simul6 el efecto que tiene el flujo de salida de electrones hacia NR mediante cada uno de
los posibles mecanismos electrogénicos en relacion a la biomasa del organismo. Para esto se
utilizo el modelo WT bajo las restricciones de consumo de oxigeno y glucosa experimental
junto al valor de ATPM previamente calculado para esta cepa. Los resultados del andlisis

de sensibilidad de cada mecanismo se observan en la Figura 14.
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Figura 14. Analisis de sensibilidad de los posibles mecanismos electrogénicos de la cepa
Wild Type de Escherichia col.

Optimizacion mediante FBA con la biomasa como funcién objetivo barriendo el flujo de electrones
en modelos que presentan los distintos mecanismos electrogénicos: NADH17pp (azul), NADH10
(rojo), NADHdir (amarillo) y DHORDS5 (verde). Adicionalmente, se agregd una guia de referencia
del crecimiento en ausencia de salida de electrones en purpura (N/A). La linea punteada negra

representa el valor experimental del flujo de electrones, el cual es de 1.138 mA-gDW-!.

32



Inicialmente, en los cuatro posibles mecanismos existe una relacion lineal positiva en-
tre el aumento del flujo de electrones y la biomasa producida. A bajos flujos de salida de
electrones, DHORDS5 presenta el mayor beneficio en el crecimiento en relacion al flujo de
electrones, alcanzando la mayor produccién de biomasa para el amperaje calculado expe-
rimentalmente (1.138 mA-gDW1). Sin embargo, al alcanzar un valor de 2.95 mA-gDW-!
este comienza a presentar un efecto negativo en el crecimiento, mientras que el resto de los
mecanismos mantienen su relacién lineal positiva. NADH17pp es el modelo con el mayor
beneficio a la biomasa a altas tasas de flujo de electrones, mientras que los mecanismos
NADH10 y NADHdir presentan tendencias idénticas pero con menor beneficio al creci-
miento que NADH17pp.

DHORDS5 corresponde a una enzima, en la via de produccién de pirimidina en el meta-
bolismo de sintesis de acidos nucléicos, la cual utiliza dihidroorotato y menaquinona para
generar orotato y menaquinol. Su ruta metabdlica se observa en la Figura 15. A su vez,
existe la reaccién DHORDfum, que realiza la misma funcién que DHORDD5, excepto que

en vez de utilizar menaquinona como oxidante, este utiliza fumarato generando succinato.

mgns_c magls_c
@ @
DHORDS
chasp_c DHORTS oot c ORPT orotsp.c
O ’_ _‘ o dhor__S_c O _‘ O
Q._c Qi?n_c ¢ PIPp_C o ppi_c
DHORDfum
© O
fum_c suee_c

Figura 15. Ruta metabdlica de DHORDS5 en la sintesis de purinas y pirimidinas.

La dihidroorotasa (DHORTS) sintetiza la produccién de dihidroorotato, el cual puede ser consu-
mido para generar orotato mediante el acido dihidroorotico (DHORDS) utilizando menaquinol, o
por DHORD fumarato dependiente (DHORDfum) utilizando fumarato. El orotato sigue la via de
sintesis de dcidos nucléicos mediante la orotato fosforibosiltransferasa (ORPT). Imagen modificada

a partir de Escher maps de Bigg Model.
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Para estudiar el efecto de la reaccion DHORDS en la produccién de biomasa, se anali-
zaron los flujos metabdlicos de dos regimenes de la curva en la Figura 14: cuando existe una
relacién positiva entre el flujo de electrones y la produccién de biomasa (flujo de electrones
menor o igual a 2.95 mA-gDW!), y cuando existe una relacién negativa entre el flujo de
electrones y la biomasa (flujo de electrones mayor a 2.95 mA-gDW-1).

Se determiné que, en cualquier caso, se debe cumplir que el flujo de entrada de dihidro-
orotato por DHORTS y el flujo de salida de orotato por ORPT tienen que ser iguales para
un determinado valor de biomasa. Por lo tanto, en el primer régimen observamos que cuan-
do se aumenta el flujo de DHORDS, DHORDfum disminuye con la misma proporcién, tal
como se muestra en la Figura 16. En consecuencia, la disminucién del flujo de DHORDfum
provoca una redistribucion de los flujos intracelulares para consumir el fumarato mediante
otras vias (Figura 16). En la Figura 17 se ilustra la red metabdlica de las reacciones im-
plicadas en este cambio. Se observa un aumento en el flujo de la fumarasa (FUM) la cual
consume este metabolito para generar malato en el Ciclo de Krebs. El malato es utilizado
por la malato deshidrogenasa (MDH), generando oxalacetato el cual continua por el ciclo.
Al tener oxalacetato disponible a partir del fumarato, la célula ya no necesita proveer de
este metabolito mediante el consumo de fosfoenolpiruvato por la reaccién fosfoenolpiruvato
carboxilasa (PPC). El fosfoenolpiruvato, por lo tanto, puede ser utilizado en la formacién
de ATP mediante la reaccién piruvato quinasa (PYK). El aumento de ATP en el orga-
nismo, finalmente, es el responsable de una mayor producciéon de biomasa para flujos de
salida de electrones menores o iguales a 2.95 mA-gDW-.

Por otro lado, el consumo de glucosa del organismo, el cual se mantiene fijo en el
analisis de sensibilidad al valor determinado experimentalmente, restringe el metabolismo
y su capacidad de generar precursores biosintéticos. De esta forma, en el segundo régimen,
al aumentar el fluyjo de DHORD5 a valores sobre 2.95 mA.gDW-!, el metabolismo gasta
un exceso de recursos en generar acidos nucléicos los cuales no va a poder utilizar en la
produccién de biomasa debido al limitado consumo de fuente de carbono, lo cual finalmente

desfavoreceria la tasa de crecimiento.
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Debido a que los valores de flujo de electrones alcanzados experimentalmente indican

a DHORDb5 como el modelo con mayor beneficio a la produccién de biomasa, beneficio el

cual fue justificado metabdlicamente mediante los andlisis de sensibilidad, se decidié fijar

este mecanismo electrogénico para los andlisis de distribucién de flujo mediante MCMC

para cada cepa. Adicionalmente se comparé la distribucién de flujos metabdlicos median-

te MCMC de la cepa WT con el segundo mecanismo electrogénico mas beneficioso a la

biomasa, NADH17pp.
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Figura 16. Efecto de DHORDS5 en el metabolismo electrogénico de Escherichia coli.

Consecuencias metabdlicas del uso de DHORDS como mecanismo electrogénico. Se observa los flujos

de seis reacciones, acido dihidroorotico (DHORDS5), DHORD fumarato dependiente (DHORDfum),

fumarasa (FUM), malato deshidrogenasa (MDH), fosfoenolpiruvato carboxilasa (PPC) y piruvato

quinasa (PYK), del andlisis de sensibilidad a un barrido de flujo de electrones de 0 mA-gDW-!

hasta 2.95 mA-gDW-!, rango en el cual existe una relacién positiva entre el flujo de electrones y la

produccién de biomasa.
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3.2.3. Distribucién de Flujos

Tras generar los modelos de las cuatro cepas utilizando DHORDS como mecanismo
electrogenico, incluir restricciones a partir de los datos medidos fisiolégicamente (tasa de
crecimiento, consumo de glucosa, flujo de electrones y consumo de oxigeno) y los valores
de ATP de mantencién calculados mediante FBA, se procedié a obtener la distribucion
de flujos metabdlicos para las cuatro cepas. Adicionalmente, para la cepa WT se obtuvo
la distribucién de flujos no solo con DHORDS5, sino que también con NADH17pp como
mecanismo electrogénico para evaluar diferencias entre estos dos modelos en el metabolismo
central del organismo. Para esto, se implementé el algoritmo de MCMC debido a las razones
descritas en la seccion 1.4 y se determin el flujo mas probable para las distintas reacciones.
Se realizaron mapas metabdlicos con los resultados para comparar las diferencias entre las
cuatro cepas, todas con DHORDb5 como mecanismo electrogénico en la Figura 18 y la
comparacién entre el modelo NADH17pp y DHORDS5 para la cepa WT en la Figura 19.

En el mapa se observa como E. coli presenta un reordenamiento del metabolismo frente
a las distintas mutaciones. En todas las cepas, la glucosa se transforma en glucosa-6-fosfato
(G6P) al entrar a la célula. En el caso de las cepas con la mutacién Apgi estas utilizan
la via de las pentosas para consumir la G6P, en contraste a las cepas sin esa mutacion
que son capaces de utilizar la reaccién PGI hacia la formacién de fructosa-6-fosfato (F6P)
siguiendo la via de la glicélisis.

Debido a que en las cepas Apgi y la doble mutante el 100 % de la glucosa consumida
forma 6-fosfogluconato (6PGC), existe un alto flujo por la via Entner-Doudoroff, 80 % y
89 % respectivamente, para evitar la pérdida de carbonos por la reaccién GND en forma de
COa. Por esta via el 6-fosfogluconato se divide en dos moléculas de tres carbonos, piruvato
y gliceraldehido-3-fosfato (G3P). Esto causa que el flujo por las tltimas reacciénes de la
glicolisis hasta llegar a fosfoenolpiruvato (PEP) sean muy cercanas a 100 %. Por otro lado,
las cepas WT y NAD-G6PDH utilizan mayoritariamente la glicélisis donde se divide la
fructosa-6-fosfato en dos moléculas gliceraldehido-3-fosfato, obteniendo un flujo casi dos

veces mayor al consumo de glucosa hacia la formacién de PEP (186 % y 192%). Con
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todo esto las cepas con la mutacién Apgi producen considerablemente menos ATP por
fosforilacién a nivel de sustrato mediante la fosfoglicerato quinasa.

El fosfoenolpiruato es necesario para la entrada de glucosa a la célula mediante GLC-
ptspp, el transportador periplasmatico de glucosa via PEP. Por lo tanto, en todas las cepas
esta reaccién debe tener un valor del 100 %. El fosfoenolpiruvato restante puede ser utili-
zado en la generacién de ATP mediante la reaccién piruvato quinasa (PYK). Sin embargo,
notamos que esta reaccién tiene un flujo cercano a 0% en las cepas con la mutacién en pgi
y un flujo de 51.6 % y 57.0 % para las cepas WT y NAD-G6PDH respectivamente.

Es importante notar que en todas las cepas existe una alta produccion de metabolitos
de fermentacién, 185.1 % de formato, 84.5 % de acetato y 94.8 % de etanol en la cepa WT,
donde el resto de las cepas siguen la misma tendencia. Sin embargo, en ningin modelo se
observa formacién de lactato.

El ciclo de Krebs, en todos los casos, se observa inclompleto y poco activado. Sin
embargo, Apgi presenta un mayor flujo en la reaccién malato deshidrogenasa la cual utiliza
malato para formar oxalacetato y NADH.

Respecto a la diferencia de los mecanismos electrogénicos NADH17pp y DHORD5 en
WT, existen leves cambios en la redistribucién de flujos en solo nueve reacciones en donde
la maxima diferencia es menor a un 1 %. Entre ellos esta el consumo de fumarato mediante
la fumarasa y la fumarato reductasa, la cual tiene un menor flujo en el modelo NADH17pp,
tal como se menciona en la seccién 3.2.2. Este menor consumo de fumarato provoca una
disminucion en el flujo de la malato deshidrogenasa, por lo que se requiere una mayor
entrada de oxalacetato mediante la fosfopiruvato carboxilasa, 0.1 % més en comparacién al
modelo DHORDS, el cual finalmente se traduce en un menor uso de la piruvato quinasa. Se
realiz6 el mismo andlisis para las cepas NAD-G6PDH, Apgi y Apgi-NAD-G6PDH, donde

demostraron tener el mismo resultado que la cepa WT (datos no presentados).
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Figura 18. Distribucion de flujos metabdlicos para las cuatro cepas estudiadas con
DHORDS5 como mecanismo electrogénico.

Se ilustra el mapa del metabolismo central de E. coli con los principales metabolitos de la red (ver
lista de abreviaturas para nombres completos). Las reacciones estan representadas con flechas en
el sentido que ocurren metabdlicamente, con un cuadro que contiene el valor del flujo para cada
cepa. Los valores estan expresados como porcentaje de la tasa de consumo de glucosa determinada
experimentalmente. Todas las cepas fueron simuladas con DHORDS como mecanismo electrogénico,
donde los valores en rojo corresponden a la cepa de WT, en amarillo los de la cepa NAD-G6PDH,

en azul los de Apgi y en verde los de NAD-G6PDH-A pgi.
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Figura 19. Distribucion de flujos metabdlicos para la cepa WT comparando los meca-
nismos electrogénicos DHORDS5 y NADH17pp.

Se ilustra el mapa del metabolismo central de E. coli con los principales metabolitos de la red (ver
lista de abreviaturas para nombres completos). Las reacciones estan representadas con flechas en
el sentido que ocurren metabdlicamente, con un cuadro que contiene el valor del flujo para cada
cepa. Los valores estan expresados como porcentaje de la tasa de consumo de glucosa determinada
experimentalmente. La cepa WT con DHORDS5 como mecanismo electrogénico se presenta en color

rojo. La cepa WT con NADHI17pp como mecanismo electrogénico se presenta en color purpura.
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3.2.4. Flujos metabdlicos de electrones en NADH y NADPH

A partir de la simulacién mediante MCMC fue posible calcular los flujos de las reac-
ciones de produccién de NADH y NADPH de forma in silico. En la Tabla 5 se observa
el total de NADH y NADPH producido para cada cepa segin el mecanismo DHORDS5. A
su vez, se determind la proporcién de contribucion de las reacciones productoras de poder

reductor para cada cepa, ilustrado en la Figura 20.

Tabla 5. Flujos de produccién total de cofactores NADH y NADPH.

Metabolito WT NAD-G6PDH Apgi NAD-G6PDH-Apgi
NADH (mmol-.gDW-1-h'1) 5247 97.85 19.02 41.85
NADPH (mmol-gDW-1-h'!) 536 6.27 11.44 2.41

A partir de esto, es posible observar como las distintas mutaciones afectan el meta-
bolismo del poder reductor. En todas las cepas, la produccién de NADH fue mayor a la
de NADPH con una proporciéon aproximada de NADPH:NADH de 1:10, 1:16, 1:2 y 1:17
para la cepa WT, NAD-G6PDH, Apgi vy doble mutante respectivamente. La proporcion
es similar para los distintos modelos, excepto para la cepa Apgi que al tener un flujo del
100 % por la via de las pentosas y sin tener cambio de especificidad en la enzima G6PDH,
esta produce un exceso de NADPH lo que paralelamente significa una baja produccién de
NADH.

Las cuatro cepas utilizan mayoritariamente la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPD) para la produccién de NADH, con un aporte del 97.9 %, 92.8% y 53.5 % y 50.7 %
del NADH total producido para las cepas WT, NAD-G6PDH, Apgi y doble mutante res-
pectivamente. Sin embargo, las cepas con la mutacion Apgi tienen un menor flujo por la via
de la glicdlisis donde se encuentra la reaccion GAPD, por lo que requieren de otras reaccio-
nes para producir NADH. La cepa doble mutante NAD-G6PDH-Apgi es capaz de obtener
este poder reductor faltante mediante la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH2r) la

cual con su cambio de especificidad puede producir NADH (48.1 %). Sin embargo, la cepa
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Apgi no tiene esta opcién, por lo que debe utilizar otras reacciones como la transhidro-
genasa pntAB (NADTRHD) y la malato deshidrogenasa (7.0 % y 13.6 % respectivamente)

para producir el NADH que necesita.
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Figura 20. Contribucién del metabolismo en la produccién de poder reductor.

Se presentan las reaccién del metabolismo central que contribuyen a la produccién de NADH (A) y
NADPH (B) para las cuatro cepas estudiadas. En la lista de abreviaturas se encuentran los nombres
completos de las reacciones. En ambos casos, ’otros’ representan las reacciones que se encuentran

fuera del metabolismo central que aportan a la produccién de poder reductor.

En relacién con la produccién de NADPH, se observa que las cepas que tienen la
especificidad nativa de la GGPDH2r para la produccién de este metabolito (WT y Apgi),
utilizan mayoritariamente esta reaccién para su produccién (62.0% y 81.5%), mientras

que las cepas mutantes que producen NADH en la G6PDH2r utilizan mayoritariamente
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la fosfogluconato deshidrogenasa (GND) en la via de las pentosas (ambos 88.2%). Sin
embargo las cepas WT y Apgi tambien son capaces de obtener NADPH a partir de la
fosfogluconato deshidrogenasa (GND) pero solo representan respectivamente un 12.0 % y
un 15.9 % del NADPH total producido. Adicionalmente, todas las cepas utilizan la reaccién
de la isocitrato deshidrogenasa (ICDHyr) para la prodduccién de NADPH, pero el ciclo de
Krebs al estar muy poco activo esta reaccién presenta un bajo aporte (1.4 % para Apgi y
6.5 % para el resto de las cepas).

Finalmente, cabe destacar que las transhidrogenasas pntAB y UdhA se encuentran
desactivadas (0.0 %) en todas las simulaciones de los modelos, a excepcién de Apgi la cual
presenta un flujo de 1.34% en UdhA, favoreciendo la formacién de NADH a partir del
consumo de NADPH.
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4. DISCUSION

4.1. Energia de mantencion: efecto del ATPM en el metabolismo.

La célula tiene varias funciones en las que consume ATP, las cuales no estan ligadas a
la formacion de biomasa tales como la motilidad, la mantencién de la osmolaridad y de las
gradientes de transmembrana (Varma y Palsson, 1993). Debido a la dificultad de cuantificar
todas estas funciones se utiliza el termino de ’coeficiente de mantencién’, el cual representa
el ATP que no se utiliza en los procesos de crecimiento (Pirt, 1965). La reaccion ATPM
representa este gasto energético dentro del andlisis de COBRA (ATP + H,O — ADP +
H + Pi). Este consumo puede ser determinado experimentalmente a partir de cultivos
continuos (Russell y Cook, 1995), sin embargo, debido a que en este trabajo se realizaron
cultivos en batch, este valor se obtuvo mediante optimizacién, como parte del protocolo
de simulacién utilizando Flux Balance Analysis. El uso de ATPM como funcién objetivo,
permite obtener una distribucién de flujos que maximiza su valor. Esto corresponde a la
mayor produccién de energia para un determinado crecimiento y consumo de fuente de
carbono.

A su vez, el valor de ATP de mantencién explica, por ejemplo, la razén de que algunas
cepas consuman una mayor cantidad de fuente de carbono y sin embargo tengan menores
tasas de crecimiento. Si la energia obtenida de la fuente de carbono por el catabolismo no
es aprovechada completamente en el crecimiento, entonces una gran cantidad estara dispo-
nible para ser usada en funciones de mantencion. Esto se puede observar en la cepa doble
mutante la cual muestra un consumo de glucosa mayor a la de Apgi (20.1 mmol-gDW-!-h-!
vs 9.3 mmol-gDW1.h'!) y sin embargo tiene una tasa de crecimiento similar (0.146 h™* vs
0.150 h'!). La diferencia entre estas cepas se encuentra en el ATP de mantencién, donde
Apgi presenta un flujo de ATPM de 0.3 mmoles-gDW-!-h"! mientras que la doble mutante
requiere de 16.8 mmoles-gDW-1-h"!. Al ser una funcién que explica el rendimiento del or-
ganismo, es indispensable mantener su valor fijo. Si el modelo no se restringe con este valor
en las siguientes etapas de la simulacion donde la funcién objetivo no es ATPM, el sistema

utilizard el minimo valor posible para la funcion de ATPM. Esto ocurre debido a que el
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algoritmo no considera el ATPM como una funcién vital, sino solo como un drenaje de
ATP, lo que es fisolégicamente incorrecto debido a que las funciones de mantencién dentro
de la célula son indispensables para la sobrevivencia del organismo.

A pesar de su importancia, el ATP de mantencién es un pardmetro que ain genera
discusion dentro del drea de la microbiologia. Chen y cols. (2010) determinaron mediante C-
13 y anélisis de balances de flujo que el valor de ATPM E. coli K-12 MG1655 en condiciones
de anaerobiosis es de 16.4 mmol-gDW--h'!, el cual corresponde al 51.09 % del ATP total.
Este valor es menor al flujo calculado en este trabajo de 36.28 mmol-gDW-!-h"!, pero al igual
que Chen y cols. respresenta mas del 50 % del ATP total (67.40 %). Sin embargo, existe un
debate acerca de la capacidad de los organismos de ajustar su ATP de mantencién segin
las condiciones en las que se encuentre. Por ejemplo, Varela y cols (2004) determinaron una
disminucion de la tasa de crecimiento junto a un aumento del ATP de mantencién al aplicar
condiciones de estrés osmotico en Corynebacterium glutamicum. En este estudio se observo
como la célula experimenta cambios metabdlicos para hacer frente a la demanda de energia
a medida que aumenta la presién osmética en el medio extracelular, entre ellos un aumento
de hasta 30 veces el valor del flujo de ATPM. De la misma forma, los valores de ATPM
determinados por Chen y cols. varfan segin la condicién de presencia o ausencia de oxigeno.
Los cultivos utilizados en este trabajo se encuentran en condiciones de electrogenicidad,
en contacto con Neutral Red el cual es una molécula invasiva y que genera estrés en el
organismo (Retamal, 2018), por lo que estas condiciones estarian aumentando la necesidad
de utilizar energia en la mantencion celular a los valores medidos en este trabajo. También
cabe destacar que, al igual que lo observado por Armingol (2015), el ATP de mantencién
varia segun el contexto genético de la cepa.

El ATP de mantencion tiene la capacidad de dictar la méaxima capacidad de produccién
de energia disponible en el organismo para sus funciones de crecimiento. Tal como se observa
en la Figura 21, cuando la tasa de glucosa se mantiene fija en un valor, al aumentar el
ATP destinado a la mantencién, disminuye el ATP disponible para el crecimiento y a su

vez disminuyendo la produccién de biomasa. De la misma forma, a una tasa de crecimiento
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fija, al aumentar el ATPM el organismo requiere de un mayor consumo de glucosa para
compensar el drenaje de ATP que exige esta via. E1 ATPM por lo tanto estd altamente
vinculado con el metabolismo energético, siendo una fuerza de extraccién de energia de la
célula la cual afecta los flujos de formacién de ATP y poder reductor, lo cual a su vez tiene
un impacto sobre el crecimiento del organismo. En la Figura 22 se observa un diagrama de

la relacién de estos componentes metabdlicos.
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Figura 21. Sensibilidad a ATPM sobre la biomasa y el consumo de glucosa

Anélisis de sensibilidad de la biomasa y el consumo de glucosa frente a un barrido del flujo de ATPM
para la cepa WT. Se realizaron los dos analisis por separado. Para el caso de la optimizacion de
biomasa (eje izquierdo azul) el valor de consumo de glucosa se mantuvo constante al valor medido
experimentalmente, mientras que en el caso de la optimizacién de consumo de glucosa (eje derecho
rojo) se mantuvo la tasa de crecimiento constante al valor medido experimentalmente. Con la linea
punteada negra se indica el de ATPM calculado mediante FBA a partir de los valores fisiolégicos

para la cepa WT (36.28 mmoles-;gDW-1-h1)

Si bien fue posible demostrar el efecto del ATP de mantencién sobre el metabolismo

energético de F. coli, seria necesario corroborar los datos obtenidos mediante FBA con
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mediciones experimentales de ATPM para concluir con mayor certeza los resultados. De
todas maneras, fue posible analizar a nivel tedrico mediante las simulaciones, el compor-
tamiento del organismo frente a distintas exigencias de mantencién, haciendo evidente su

importancia dentro del metabolismo.

FUENTE DE co,
CARBONO e

NADPH NADH

BIOMASA @

Figura 22. Relacién del ATP de mantencién en el metabolismo energético.

Diagrama que explica la relacién del ATPM con la formaciéon de poder reductor y ATP. La fuente
de carbono entra al organismo, el cual mediante su metabolismo es capaz de utilizarlo para generar
NADH y NADPH, perdiendo electrones y carbono en forma de COs en el proceso. E1 NADPH se
utiliza directamente en la formacién de biomasa, mientras que el NADH genera ATP el cual puede
ser utilizada en funciones de crecimiento. A su vez, el ATP puede ser consumido como ATPM, el

cual no tiene un efecto sobre la biomasa.

4.2. Mecanismo electrogénico: DHORDS5 como proveedor de menaquinol

Hasta hace poco tiempo, las investigaciones relacionadas a la electrogénesis en modelos
bacterianos se habian concentrado en estudiar la produccién de electricidad suponiendo
que el NADH era capaz de entregar directamente sus electrones a un mediador externo.
La evidencia dictaba que el mecanismo de traspaso de electrones a partir del NADH en la

cadena respiratoria era muy similar al mecanismo de traspaso de electrones de una MFC,
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sin embargo era necesaria una molécula mediadora para la extraccion de electrones debido
a la propiedad no conductora de la membrana citoplasmdtica (Fultz y Durst, 1982). A
su vez, se observé que el mediador Neutral Red reducido (NRH32) es capaz de reducir el
NAD a NADH (Park y Zeikus, 1999), lo que reemplazaria la funcién de la menaquinona
en el complejo fumarato reductasa postulados por Harrington y cols. 2015. Finalmente, los
mismos investigadores lograron determinar que el aumento de la concentracion de NADH
en presencia de un mediador (NR) produce un aumento de la corriente generada en celdas
de combustibles (Park y Zeikus, 2000). Sin embargo, Park y Zeikus notan que debido a la
similitud entre los potenciales estandar de NAD (-0.320 V) y NR (-0.325 V), se requiere
de una alta concentracién de NADH para que ocurra el traspaso de electrones entre estas
dos moléculas.

No es hasta el 2015 cuando Harrington y cols. publican su trabajo, proponiendo un
nuevo mecanismo, en donde el NADH no interactua directamente con NR sino que requiere
de la menaquinona como intermediador. Segun sus resultados, a diferencia de Park y Zeikus,
ellos no fueron capaces de obtener NADH a partir de NR reducido y NAD, adema&s de
probar que al delecionar el gen de la menaquinona se perdia la generacién de corriente
(Harrington y cols., 2015). Por lo tanto, segin este estudio se determina que el mecanismo
de elctrogenesis se compone del NADH, el cual es el donador de electrones que reduce la
menaquinona a menaquinol, el cual reduce el mediador NR, que finalmente reduce el dnodo
de la celda.

Debido a la evidencias de Harrington y cols., este trabajo se concentrd en el mecanismo
mediado por menaquinol y cémo las diferencias en la produccién de NADH afectan la
electrogénesis. Dentro del modelo iJO1366 de E. coli, existen dos reacciones que describen
la reduccién de menaquinona mediante NADH: NADH17pp y NADH10. La diferencia entre
ambos es que NADHI17pp es una reaccion en que la oxidacion estd acoplada al traspaso
de protones al periplasma, mientras que NADH10 no. Por lo tanto, NADH17pp estaria
beneficiando mas la produccion de energia y, por consecuencia, la produccién de biomasa

en comparacion a NADH10, lo cual es posible observar en la Figura 14. El mecanismo de
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NADHI10 presenta la misma tendencia en la Figura 14 que el mecanismo que propuesto
por Park y Zeikus, NADHdir, donde el NADH es capaz de interactuar directamente con el
NR.

Sin embargo, de forma inesperada se encontrd otra reaccién que cataliza el traspaso de
menaquinona a menaquinol, DHORDS, la cual genera un mayor beneficio en la produccion
de biomasa que cualquier otra, a bajos flujos de electrones. Tal como se observa en la Figura
15, DHORDS5, la dihidroorotato deshidrogenasa dependiente de menaquinol, es capaz de
reducir la menaquinona acoplado a la generacién de orotato dentro del metabolsimo de la
sintesis de pirimidinas, las cuales forman parte de la estructura de los dcidos nucléicos. En
literatura se describe que en FE. coli esta reaccién es necesaria en condiciones anaerdbicas
para la viabilidad del organismo, donde el menaquinol se oxida de vuelta a menaquinona
mediante la reduccién de fumarato (Newton y cols., 1971). En el caso electrogénico, debido
al bajo flujo de electrones la menaquinona se repone mediante la reduccién de NR mas la
reduccion de fumarato la cual se observa en la Figura 18.

La dihidtroorotato deshidrogenasa, por lo tanto, tiene un flujo basal el cual es capaz de
abastecer de menaquinol a la célula para la produccion de electricidad a bajas exigencias
de flujo de electrones. A diferencia de las reacciones NADH17 o NADH10, esta reaccién no
requiere del consumo de NADH en el proceso, el cual puede ser utilizado en la produccién
de metabolitos de fermentacién lo que es energéticamente favorable para el organismo.
A partir de esto se concluye que las cepas estudiadas en este trabajo podrian obtener el
menaquinol necesario para las reaccién electrogénica mediante el flujo por DHORDS, siendo
el dihidroorotato el donador de electrones y no el NADH como se propone en la hipétesis de
este trabajo. Adicionalmente se probé que la distribucién de flujos del metabolismo central
no se veian afectadas por el uso de este mecanismo, tal como se observa en la Figura 19.

No obstante, DHORD5 tiene un limite en cuanto a la produccién de menaquinol. Este
esta restringido por la tasa de crecimiento del organismo, ya que al exigirle mayor flujo
llega un punto en donde se generan mas pirimidinas de las necesarias generando un efecto

detrimental en la biomasa de la célula, tal como se observa en la Figura 14. En este trabajo
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se obtuvieron bajos valores de produccién de corriente, por lo que con las tasas de creci-
miento que presentaron las cepas DHORDS5 seria capaz de abastecer mas menaquinol del
exigido electrogénicamente. Sin embargo, en el caso de especies con una mayor produccion
de corriente como Geobacter sulfurreducens, probablemente se requiera del uso de NADH
para la generaciéon de menaquinol y seria de gran interés estudiar el aporte de reacciones

como DHORDb5 y NADH17pp en el proceso electrogénico.

4.3. Delecion de PGI y cambio de especificidad de la GGPDH: efecto en

la distribucién de flujos y el balance redox

A pesar de que se concluye que, en las condiciones estudiadas, la produccién de elec-
tricidad no estaria ligada a la produccion de NADH y NADPH, las mutantes que afectan
el balance de estos cofactores aun son objeto importante de estudio.

En las condiciones anaerdbicas observadas no existe sintesis de ATP mediante la cadena
respiratoria. Al contrario, se observa un uso de la ATP sintasa de forma reversa, resulta-
dos también observados por Chen y cols. (2010), para la generacién de una gradiente de
protones que permite el movimiento flagelar y transporte de nutrientes. A pesar de que el
organismo no requiera de NADH para la generacién ATP mediante la cadena respiratoria,
este requiere de NADH para la produccién de metabolitos de fermentacién. La célula ne-
cesita liberar carbonos mediante estos metabolitos para mantener un flujo por la glicdlisis
y vias fermentativas donde es capaz de generar ATP, por lo que el NADH sigue teniendo
un rol en la produccién de energia celular.

Analizando las tasas de crecimiento presentadas en la Tabla 4, se observa que las cepas
WT y NAD-G6PDH tienen una tasa de crecimiento similar entre ellas, al igual que las
cepas Apgi y Apgi-NAD-G6PDH. Sin embargo, las cepas con la mutacién Apgi tienen
menos de la mitad del valor de la tasa crecimiento que las cepas sin esta mutacion. Esto
se condice con la literatura, donde las mutantes Apgi en condiciones aerdbicas con glucosa
como su tunica fuente de carbono presentan reducidas tasas de crecimiento (Canonaco

y cols. 2001). Esto se debe a la sobreproduccién de NADPH generado por el alto flujo
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por la via de las pentosas fosfato, ademds de la pérdida de carbono en forma de COs
por la fosfogluconato deshidrogenasa y la disminucion de la produccion de NADH y ATP
mediante la glicdlisis. Este mismo comportamiento se observa en la Figura 20, donde la cepa
Apgi presenta un desbalance entre la produccién de sus cofactores NAD(P)H, requiriendo
un flujo por la transhidrogenasa UdhA y del consumo de fumarato mediante la reaccién
malato deshidrogenasa para la produccién de NADH. Sin embargo, se ha observado que en
condiciones aerdbicas la adicién de la mutacién NAD-G6PDH alivia el desbalance de Apgi,
permitiendole mejorar su tasa de crecimiento (Olavarria y cols., 2014). Esto se contradice
con los datos obtenidos en este estudio, donde la cepa doble mutante NAD-G6PDH-Apgi
presenta una menor tasa de crecimiento que la cepa Apgi. Esto se debe a que en condiciones
anaerdbicas se activa la via Entner-Doudoroff (Chen y cols. 2010). El uso de esta via reduce
el flujo por la fosfogluconato desgidrogenasa, en consecuencia disminuyendo la produccién
de NADPH y dejando a la GGPDH como la principal productora de este cofactor, tal como
se observa en la Figura 20.B. Por lo tanto, la cepa doble mutante la cual su G6GPDH produce
NADH en vez de NADPH, presenta una deficiencia en la produccién de NADPH, generando
una baja produccién de biomasa. Tanto Apgi como NAD-G6PDH-Apgi presentan tasas
de crecimiento reducidas debido al reducido uso de la via glicolitica y al desbalance de la
produccién de poderes redox. No obstante el desbalance de Apgi se debe a una falta de
NADH mas una sobreproduccion de NADPH, mientras que el desbalance de NAD-G6PDH-
Apgi se debe a una deficiencia en la produccion de NADPH.

Respecto a la mutante NAD-G6PDH, esta presenta una tasa de crecimiento mayor a
la de la cepa WT. Esto se contradice con los resultados obtenidos por Olavarria y cols.
(2014), donde en condiciones aerdbicas la mutante presenta una menor produccién de
biomasa que la cepa silvestre. La diferencia nuevamente resulta ser la activacién de la
via Entner-Doudoroff en condiciones anaerébicas. La mutante NAD-G6PDH obtiene el
NADPH mayoritariamente del uso de la enzima fosfogluconato deshidrogenasa, por lo
que presenta un bajo flujo por la via ED a diferencia de la cepa WT, la cual utiliza la

enzima G6PDH para la produccién del NADPH, prefiriendo el uso de la via ED evitando
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la sobreproducciéon de NADPH, tal como se observa en la Figura 18. Si bien la via ED
presenta el beneficio de evitar la pérdida de carbonos en forma de COy que presenta la
reaccion fosfogluconato deshidrogenasa, este bifurca el flujo de carbonos hacia piruvato,
disminuyendo el pool de gliceraldehido-3-fosfato y por consecuencia, reduciendo el flujo
por la glicdlisis. La ruta de la fosfogluconato deshidrogenasa en cambio desemboca en
un mayor pool de gliceraldehido-3-fosfato, generando una mayor cantidad de NADH y
ATP mediante la fosforilacién a nivel de sustrato en la glicolisis. Por lo tanto, si bien el
metabolismo de la mutante NAD-G6PDH tiene una pérdida de carbonos mediante el flujo
por la reaccion fosfogluconato deshidrogenasa, lo que a su vez se traduce en un elevado
consumo de glucosa, esta ruta presenta una ventaja energética sobre la cepa silvestre,
superando su tasa de crecimiento.

Finalmente, se compararon los datos de los flujos metabdlicos obtenidos a partir de
las simulaciones con los de Chen y cols. (2010), quienes realizaron medidas de C-13 para
determinar los flujos del metabolismo central de F. coli en condiciones anaerébicas. Los
flujos de la Figura 18 tienen la misma estructura que aquellos determinados por Chen y
cols.: un ciclo de Krebs poco activo e incompleto donde el fumarato se bifurca en mala-
to y succinato, una alta produccién de metabolitos de fermentacién donde el de mayor
produccién es el formato seguido por el etanol y finalmente el acetato, y el uso de la via
Entner-Doudoroff. Sin embargo Chen y cols. observaron una leve produccion de lactato, la
cual no se observa en este trabajo. Si bien fue posible obtener una distribuciéon de flujos
semejante a la de Chen y cols. a partir de pocas medidas experimentales, las simulaciones
mediante COBRA se benefician de la adiccion de restricciones, tales como mediciones de
metabolitos de fermentacién, generando resultados més acordes a la realidad bioldgica de

los organismos.

4.4. Metabolismo electrogénico: limitantes, proyecciones y aplicaciones

A partir de esta investigaciéon fue posible responder varias preguntas acerca del me-

tabolismo electrogénico de E. coli, sin embargo este también abrié nuevas incognitas y
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preguntas. A continuacién se detallan las limitantes de este trabajo y las proyecciones y/o
aplicaciones de esta tecnologia.

Experimentalmente, uno de los principales problemas al trabajar con electrogénesis
en E. coli es la dificultad de crecimiento que tiene el microorganismo. Los experimentos
debieron realizarse en condiciones anaerdbicas y en presencia de Neutral Red, dos factores
que deterioran el crecimiento de la bacteria, causando largos periodos de fase lag. Esto
junto a limitaciones en los materiales necesarios para montar una MFC los experimentos
toman una gran cantidad de tiempo lo que finalmente se traduce a una falta de réplicas
debido al limitado tiempo requerido para esta investigacion. Si bien se realizaron réplicas
las cuales se encuentran detalladas en la tesis de Fernanda Retamal 2018, solo fue posible
realizar la cuantificacién de consumo de glucosa para una sola réplica de cada cepa por lo
que finalmente se decidi6é analizar inicamente los datos de esos cultivos. Por lo tanto, seria
necesario volver a realizar los experimentos con mas tiempo para corroborar los datos de
esta investigacién.

Respecto al anélisis bioinformético, COBRA resulto ser una herramienta capaz de
responder las preguntas de este trabajo. Sin embargo, estas no dejan de ser simulaciones
obtenidas a partir de un programa escrito por investigadores, por lo que indudablemente
debe incluir sesgos o errores. Los modelos se van actualizando a medida que se encuentra
evidencia del funcionamiento del metabolismo de los organismos, acercandose cada vez
més a la realidad biolégica de estos. A su vez, es posible mejorar los analisis entre mas
restricciones experimentales se agreguen al modelo. Esto puede ser posible mediante la
medicién de metabolitos de fermentacién o la cuantificacién de flujos mediante carbono 13
(Choi y cols, 2007).

Tal como se concluy6 en el punto 4.2., la discusion sobre los mecanismos electrogénicos
de bacterias queda abierta a mayores investigaciones respecto a la capacidad de DHORD5
de abastecer de electrones en condiciones de generacién de electricidad. Seria de gran in-
terés evaluar la actividad de DHORDS5 en bacterias electrogénicas tales como Geobacter

o Shewanella. Por otro lado los estudios podrian seguir con E. coli, realizando mutantes
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que generen mayor o menor flujo por la reacciéon DHORDS, o eliminando las reacciones
NADH17pp y NADHI0 para analizar su viabilidad electrogénica. Otra investigacién de
interés seria mediante un potenciostato forzar un flujo de salida de electrones y estudiar la
respuesta del cultivo mediante mediciones fisiolégicas de consumo de glucosa, tasa de cre-
cimiento y produccion de metabolitos de fermentacién, analizando sus relaciones recreando
la curva de la Figura 14.

Finalmente, cabe destacar la aplicacion de esta tecnologia fuera de la ciencia basica.
En el escenario actual en donde se requiere encontrar formas de producir energia de forma
renovable en reemplazo a los combustibles fésiles, la capacidad de generar electricidad
a partir de organismos microbiolégicos seria una buena alternativa para enfrentar esta
necesidad. A su vez, existe la posibilidad de generar esta energia a partir de deshechos
o aguas residuales, disminuyendo la carga de nutrientes de estos mediante el crecimiento
bacteriano, un proceso necesario para el manejo de residuos. Sin embargo, para lograr
esto los cultivos electrogénicos realizados en el laboratorio deben ser adaptados a una
produccién a gran escala, proceso que resulta complicado para muchos microorganismos
por lo que seria necesario un estudio enfocado Unicamente a la adaptacién de los cultivos

a escalas industriales.
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5. CONCLUSIONES

1. El ATP de mantencién estd altamente vinculado con el metabolismo energético,
siendo una fuerza de extraccién de energia de la célula la cual afecta los flujos de
formacion de ATP y poder reductor, lo cual a su vez tiene un impacto sobre el

crecimiento del organismo.

2. A bajos flujos de produccién de electricidad la utilizaciéon orotato mediante la reaccion
DHORD5 como abastecedor de menaquinol para las reacciones electrogénicas resulta
ser mas beneficioso para el crecimiento que el uso de NADH mediante reacciones

como NADH17pp o NADH10.

3. El cambio de especificidad de la GGPDH y la delecién del gen pgi tienen efectos sobre
el balance de produccién de los poderes reductores NADH y NADPH, generando
adaptaciones metabdlicas que en consecuencia causan cambios en el crecimiento del

organismo.

a) El cambio de especificidad de G6PDH causa que la cepa presente una tasa de
crecimiento mas alta que la cepa WT debido a un menor uso de la via ED, lo
que genera una mayor produccién de ATP mediante la fosforilacion a nivel de
sustrato en la glicélisis, junto a una alta produccién de NADH que desemboca

en una mayor produccion de metabolitos de fermentacién.

b) La mutacién Apgi produce un desbalance de los poderes reductores debido a una
deficiencia en la produccion de NADH junto a una sobreproduccién de NADPH,

disminuyendo la capacidad de generar biomasa.

¢) La doble mutante NAD-G6PDH-Apgi también presenta un desbalace de los
poderes reductores debido a la deficiencia en la produccién de NADPH lo que

deteriora el crecimiento de la cepa.

4. Los cambios en el balance de NADH y NADPH no afectan directamente a la pro-

duccidén de electricidad en Escherichia coli a baja produccién de corriente.
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7. ANEXO

7.1.
7.1.1.

Codigos de Programacién

Generacién de modelos e incorporacion de parametros experimentales

load (’iJO1366mejorado.mat’)
iJO1366elec=iJO1366 ;

YAgregar reacciones electrogenicas

iJO1366elec = addMetabolite (iJO1366elec, 'NR ox’, Neutral Red
oxidado’);

iJO1366elec = addMetabolite (iJO1366elec, "NR red’, Neutral Red
reducido’);

iJO1366elec = addReaction(iJO1366elec , 'MENAQUIELECTRICA” ,{ "mql8 ¢
|7, 'NRoox 7, 'mqu8[c| ', 'NRred"},[-1 =1 1 1],true);

iJO1366elec = addReaction(iJO1366elec , 'NR’,{ 'NR red’, 'NR ox"},[—1

1], false);
% Cambiar

reacciones malas

iJO1366elec = changeRxnBounds(iJO1366elec , 'HACD1’ ;0, u’);
iJO1366elec = changeRxnBounds(iJO1366elec , HACD2  ,0, u’);
iJO1366elec = changeRxnBounds(iJO1366elec , 'HACD3" ;0, u’);
iJO1366elec = changeRxnBounds(iJO1366elec , HACDA  ,0, u’);
iJO1366elec = changeRxnBounds(iJO1366elec , 'HACD5" ;0, u’);
iJO1366elec = changeRxnBounds(iJO1366elec , HACDG™ ,0, 'u’);
iJO1366elec = changeRxnBounds(iJO1366elec , 'HACD7" ;0, u’);

iJO1366elec=changeRxnBounds (iJO1366elec , MOX" ,0,'b");
iJO1366elec=changeRxnBounds (iJO1366elec , 'SUCOAS” ;0, " 17);

% Wild Type

Y% Generar Modelo
WI=iJO1366elec;

%P arametros Experimentales
uWT'=0.3243;
GlcWT=—-27.2606;
ElecWT=0.0425;
WI=changeRxnBounds
WI=changeRxnBounds

(WT, "EX_02(e)’,0,’b’); %Anaerobico
(WT7
WI=changeRxnBounds (WT,
(WT’
(WT,

"Ec_biomass_iJO1366_core_53p95M > uWT, 'b’);
"EX gle(e)” ,GIleWT, 'b ") ;

"MENAQUIELECTRICA’ ,ElecWT /2,'b ") ;
'NR’,ElecWT/2,'b");

WI=changeRxnBounds
WI=changeRxnBounds

% NAD-G6PDH
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%Generar Modelo

NADG6=1JO1366¢lec;

NADG6=changeRxnMets (NADG6,{ 'nadp [c| ', 'nadph[c]| '} ,{ 'nad[c]’, 'nadh]
c]’},’G6PDH2r’ ,[-1;1]); Yambiar NADP por NAD

Parametros Experimentales

uNADG6=0.3796;

GIcNADG6=—46.8806;

ElecNADG6=0.0508;

NADG6=changeRxnBounds (NADG6, 'EX 02(e)’,0,’b"); YAnaerobico

NADG6=changeRxnBounds (NADG6, 'Ec _biomass iJO1366 core 53p95M 7|
uNADG®6, 'b ") ;

NADG6=changeRxnBounds (NADG6, 'EX glc(e)’ ,GleNADG6, 'b ) ;

NADG6=changeRxnBounds (NADG6, 'MENAQUIELECTRICA " |ElecNADG6/2, b ") ;

NADG6=changeRxnBounds (NADG6, 'NR’ ,ElecNADG6/2, b ") ;

% pgi

Y%Generar Modelo
PGI=iJO1366elec;
PGI=changeRxnBounds (PGI, "PGI" 0, 'b");

P arametros Experimentales

WPGI=0.1501;

GlcPGI=—9.3227;

ElecPGI=0.0286;

PGI=changeRxnBounds (PGI, "EX 02(e)’,0,’b"); YAnaerobico

PGI=changeRxnBounds (PGI, "Ec_biomass_iJO1366_core_53p95M ", uPGI, 'b’
)

PGI=changeRxnBounds (PGI, "EX glc(e)’ ,GlcPGI, 'b");

PGI=changeRxnBounds (PGI, "MENAQUIELECTRICA " |ElecPGI/2,'b ") ;

PGI=changeRxnBounds (PGI, 'NR’ ,ElecPGI/2,'b ") ;

PGI=changeRxnBounds (PGI, 'GLCptspp ',—GlcPGI, 'b ") ;

% Doble Mutante

%Generar Modelo

DMEiIJO1366elec;

DMechangeRxnBounds (DM, "PGI” 0, 'b ") ;

DMechangeRxnMets (DM, { 'nadp [c]| 7, 'nadph[c] 7}, { nad[c] ', 'nadh|c] "},
G6PDH2r’ ,[ —1;1]); %ambiar NADP por NAD

P arametros Experimentales

WDM=0.1459;
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GlcDM=-20.1342;
ElecDM=0.0405;

DMEchangeRxnBounds (DM
DM=changeRxnBounds (DM
M
M

( "EX_02(e)’,0,’b’); Y%Anaerobico

(
DMe=changeRxnBounds (D,

(

(

, "Ec_biomass_iJO1366_core_53p95M ’ ,uDM, 'b ") ;
, EX_gle(e)’ ,GleDM, 'b ") ;
DM=changeRxnBounds (DM,
DMEchangeRxnBounds (DM,

"MENAQUIELECTRICA " ,ElecDM /2, b ") ;
'NR',ElecDM /2, b ") ;

% Forzar G6PDH

WIE=changeRxnBounds (WT, 'G6PDH2r ", —0.1220+GIlcWT, 'b ") ;
NADG6=changeRxnBounds (NADG6, 'G6PDH2r ", —0.1220%xGlcNADG6, 'b ") ;
PGI=changeRxnBounds (PGI, 'G6PDH2r ', —1xGlcPGI, 'b ") ;
DMechangeRxnBounds (DM, 'G6PDH2r ", —1xGlcDM, 'b ") ;

% Hacer modelo para NADHI17pp y DHORD5 para WT

WT NADHI17pp=changeRxnBounds (WT, 'NADHI17pp’ ,ElecWT /2, b ") ;
WT NADH17pp=changeRxnBounds (WT NADHI17pp, 'DHORD5" ,0, b ") ;
WT DHORD5=WT;

7.1.2. Determinacion del ATP de mantenciéon

% Optimizar ATPM y fijarlo

WT NADH17pp=Opt_ ATPM (WT_NADHI17pp) ;
WT DHORD5=Opt_ATPM (WT DHORDS) ;
NADG6-Opt ATPM (NADG6) ;
PGI=Opt ATPM (PGI) ;

DVEOpt ATPM (DM) ;

ATPM=[WT_NADHI17pp. 1b (748) ,WTDHORD5. 1b (748) ,NADG6. 1b (748) ,PGI. 1b
(748) DM.1b (748)];

7.1.3. Mecanismos Electrogénicos

load ( ’iJO1366mejorado.mat )

iJO1366elec=iJO1366 ;

iJO1366elec=changeRxnBounds (iJO1366elec , "EX 02(c)’ ,0,’b");

iJO1366elec=changeRxnBounds (iJO1366elec , "EX glc(e)’ ,—27.26,"b");

iJO1366elec=changeRxnBounds(iJO1366elec , "ATPM’ ,36.2846691964639,°
b7)s

iJO1366elec=addMetabolite (iJO1366elec , 'NR ox ', Neutral Red
oxidado’);

iJO1366elec=addMetabolite (iJO1366elec , 'NR_red ', Neutral Red
reducido ’);
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NADH17pp=iJO1366¢elec;
NADH17pp= addReaction (NADH17pp, "MENAQUIELECTRICA” { 'mql8[c| ",

NRoox’,'mqu8[c|’,’NRred },[-1 =1 1 1],true);

NADH17pp= addReaction (NADH17pp, 'NR’ ,{ 'NR_red ", 'NR_ox"},[-1 1],

false);

NADH17pp= changeObjective (NADH17pp, ’

Ec_biomass_iJO1366_core_53p95M 7 ) ;

NADHI10=iJO1366¢elec;
NADHI10= addReaction (NADHI10, '"MENAQUIELECTRICA™ ;{ "'mql8[c]| ", 'NR_ox ",

‘mqn8[c|’,'NR.red " },[—-1 =1 1 1],true);

NADHI10= addReaction (NADHI10, 'NR’,{ 'NR red ", 'NR.ox ' },[-1 1], false);
NADH10= changeObjective (NADHIO0, 'Ec biomass iJO1366 core 53p95M ") ;

NADH=1JO1366¢lec;
NADH= addReaction (NADH, 'NADH DIRECTO" ;{ 'nadh[c]’, "h[c] , " NR.ox",’

nad[c]’,’NR.red"},[-1 =1 =1 1 1],true);

NADH= addReaction (NADH, 'NR’ ,{ "NR.red ', 'NR.ox'},[-1 1], false);
NADH= changeObjective (NADH, 'Ec_biomass_ iJO1366_core 53p95M ") ;

N_A=iJO1366elec;
N_A= changeObjective (N_A, "Ec biomass iJO1366 core 53p95M ") ;

DHORD5=1JO1366¢elec;
DHORD5= addReaction (DHORD5, "MENAQUIELECTRICA { "mql8[c] ", 'NR_ ox ",

‘'man8[c|’,’NR.red’},[-1 =1 1 1],true);

DHORD5= addReaction (DHORD5, 'NR’ ,{ "NR _red ', 'NR.ox'},[-1 1], false);
DHORD5= changeObjective (DHORDS, "Ec_biomass_iJO1366 _core 53p95M ") ;

BIOMASA=zeros (101 ,5) ;

for

i =0:100;

NADH17pp=changeRxnBounds (NADH17pp, 'MENAQUIELECTRICA’ i /100, 'b
)

NADH17pp=changeRxnBounds (NADH17pp, 'NR’',i /100, 'b");

NADH17pp=changeRxnBounds (NADH17pp, 'NADHI17pp’,i /100, 'b");

FBA NADH17pp=optimizeCbModel (NADH17pp, 'max’) ;

BIOMASA (i +1,1)=FBA NADH17pp. f ;

NADH10=changeRxnBounds (NADH10, "MENAQUIELECTRICA ,i /100, b ") ;
NADHI10=changeRxnBounds (NADH10, 'NR’,i /100, 'b");
NADH10=changeRxnBounds (NADH10, '"NADHI0" ,i /100, 'b");

FBA NADHI10=optimizeCbModel (NADHI0, 'max’) ;
BIOMASA(i+1,2)=FBANADHI0. f;

NADH=changeRxnBounds (NADH, 'NADH DIRECTO’ ;i /100, b ") ;
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NADH=changeRxnBounds (NADH, 'NR’ ,i /100, b ") ;
FBANADH=o0ptimizeCbModel (NADH, 'max ") ;
BIOMASA (i +1,3)=FBA NADH. f ;

FBA_N_A=optimizeCbModel (N_A, 'max ") ;
BIOMASA(i+1,4)=FBAN_A.f;

DHORD5=changeRxnBounds (DHORD5, '"MENAQUIELECTRICA” |1 /100, 'b ") ;
DHORD5=changeRxnBounds (DHORD5, 'NR’ ;i /100, b ") ;
DHORD5=changeRxnBounds (DHORD5, 'DHORD5" ;i /100, b ") ;

FBA DHORD5=optimizeCbModel (DHORDS, 'max ") ;

BIOMASA (i +1,5)=FBA DHORDS. f ;

end

%% Plot

X=0/0.0373:0.01/0.0373:1/0.0373; Ypasar a mA gDW-1

plot (X,BIOMASA (:,1) ,X,BIOMASA (: ,2) ,X,BIOMASA(: ,3) , " ,X,BIOMASA
(:,4) ,X,BIOMASA(: ,5))

vline (1.138, 'k: ")

legend ('NADH17pp’ , "NADH10’ , "NADHdir, 'N/A’ , "DHORD5 )

xlabel (’Flujo de Electrones (mA gDW"—"1)")

ylabel ( "Biomasa (h"—"1)")

xlim ([0 6])

vlim ([0.33 0.35])

7.1.4. Importancia DHORDS

load (’1JO1366mejorado . mat’)

iJO1366elec=iJO1366 ;

iJO1366elec=changeRxnBounds (iJO1366elec , 'EX 02(e)’ ,0,’b");

iJO1366elec=changeRxnBounds (iJO1366elec , 'EX glc(e)’,—27.26,'b");

iJO1366elec=changeRxnBounds (iJO1366elec , "ATPM’ ;37.24,'b ") ;

iJO1366elec=addMetabolite (iJO1366elec , 'NR ox ', Neutral Red
oxidado’);

iJO1366elec=addMetabolite (iJO1366elec , 'NR _red ', Neutral Red
reducido ’);

DHORD5=1JO1366¢elec;

DHORD5= addReaction (DHORD5, '"MENAQUIELECTRICA” { "mql8[c] ", 'NR ox ",
‘'mqn8[c| 7, ’NRred " },[-1 =1 1 1],true);

DHORD5= addReaction (DHORD5, 'NR’ ,{ "NR red ', 'NR.ox'},[-1 1], false);

DHORD5= changeObjective (DHORD5, 'Ec_biomass iJO1366_core 53p95M 7);
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for i=0:24;

DHORD5=changeRxnBounds (DHORD5, "MENAQUIELECTRICA” ;1 /100, b ") ;
DHORD5=changeRxnBounds (DHORD5, 'NR’ ;i /100, 'b ") ;

DHORD5=changeRxnBounds (DHORD5, 'DHORD5” ;i /100, b ) ;
FBA DHORD5=optimize CbModel (DHORD5, 'max ") ;

DHORDS5 ( : , i +1)=FBA DHORD5. full (findRxnIDs (DHORDS, "DHORD5 ")) ;
DHORDfum (: , i+1)=FBA DHORD5. full (findRxnIDs (DHORD5, 'DHORDfum ")

) ;
FUMY(: , i +1)=FBA DHORDS5. full (
MDH{(: , i +1)=FBA DHORD5. full (
PPC(: , i +1)=FBA DHORD5. full (
PYK(: , i+1)=FBA DHORD5. full (

end
9%

X=0:0.01/0.0373:0.24/0.0373;
subplot (2,3,1)

plot (X, DHORDS5" )

title ('DHORD5")

xlim ([0,2.9491])

subplot (2,3,2)
plot (X,DHORDfum’)
title ( 'DHORDfum’)
xlim ([0,2.9491])

subplot (2,3,3)
plot (X,FUM")
title ("FUM’)
xlim ([0,2.9491])

subplot (2,3 ,4)
plot (X,MDH)
title ("MD" )
xlim ([0,2.9491])

subplot (2,3,5)
plot (X,PPC’)
title ('PPC")
xlim ([0,2.9491])

subplot (2,3,6)

plot (X,PYK")
title ('PYK’)
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xlim ([0,2.9491])
ylim ([24.4,24.6])
suplabel ("Flujo (mmoles gDW h™—="1)" "y ")
suplabel (’Flujo de electrones (mA gDW"—"1)",’x")

7.1.5. Markov Chain Monte Carlo
YMCMC

%MCMC WT
[Out-W1," ] = gpSampler (WI_NADHI17pp) ;
A=length (WTNADHI17pp. rxns ) ;
Wil=zeros (A,1) ;
for i=1:A
gauss=fitdist (Out_-W1.points(i,:) ’, 'normal’);
WI1(i,1)=gauss.mu;
end

[Out-W2,7] = gpSampler (WI_DHORDS) ;
A=length (WI'DHORD5. rxns) ;
W2=zeros (A,1) ;
for i=1:A
gauss=fitdist (Out_-W2. points(i,:)’, 'normal’);
W2(i,1)=gauss .mu;
end

%MCMC NADG6
[Out_-N1,7] = gpSampler (NADG6) ;
A=length (NADG6. rxns) ;
Nl=zeros (A,1);
for i=1:A
gauss=fitdist (Out_-N1.points(i,:)’, ‘normal’);
N1(i,1)=gauss.mu;
end

%MOMC PGI
[Out_P1,”] = gpSampler (PGI);
A=length (PGI.rxns);
Pl=zeros (A,1);
for i=1:A
gauss=fitdist (Out_P1l.points(i,:)’, ‘normal’);
P1(i,1)=gauss.mu;
end

%MCVIC DM
[Out_D1,”] = gpSampler (DM) ;
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A=length (DM. rxns) ;

Dl=zeros (A,1);

for i=1:A
gauss=fitdist (Out_D1.points(i,:)’, 'normal’);
D1(i,1)=gauss.mu;

end

load ('N")
MCMC_flujos=zeros (94,5) ;

for j=1:94
MCMC _flujos(j ,1)
MCMC _flujos (] ,2)
MCMC flujos (j ,3)=N
MCMC _flujos (j ,4)
MCMC _flujos (] ,5)

end

MCMC _Porcentaje=zeros (94 ,5) ;

MCMC_Porcentaje (:,1)=MCMC_flujos (:,1) /(—1xGlcWT) x100;
MCMC_Porcentaje (:,2)=MCMC _flujos (:,2) /(—1xGlcWT) x100;
MCMC_Porcentaje (:,3)=MCMC_flujos (:,3) /(—1*GlcNADG6) x100;
MCMC_Porcentaje (: ,4)=MCMC_flujos (:,4) /(—1xGlcPGI)*100;
MCMC_Porcentaje (: ,5)=MCMC_flujos (: ,5) /(—1xGlcDM) x100;

)

7.1.6. Produccion NADH NADPH

MetsW1=Mets (WT_NADHI17pp, W1) ;
MetsW2=Mets (WT DHORD5, W2) ;
MetsN1=Mets (NADG6,N1) ;
MetsP1=Mets (PGI,P1) ;
MetsD1=Mets (DM, D1) ;

f=findMetIDs (WT, 'nadh[c]| ") ;
u=findMetIDs (WT, 'nadph|c]| ") ;

ProdNADH=[MetsW1(f) ,MetsW2(f) ,MetsN1(f), MetsP1(f) MetsD1(f) ]
ProdNADPH=[MetsW1(u) ,MetsW2(u) ,MetsN1(u) ,MetsP1(u) ,MetsD1(u)
g=findRxnIDs (WT, '"HPYRRx") ;

ProdNADH=ProdNADH—[W1(g) ,W2(g) ,N1(g) .P1(g) ,D1(g)];
ProdNADH2=ProdNADH. / [uWT,uWT,uNADG6, uPGI ,uDM | ;
ProdNADPH2=ProdNADPH. / [uWT,uWT,uNADG6, uPGI ,uDM | ;

I
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7.1.7. Funcién Opt_ATPM y Mets

function [cepa_optimizada] = Opt_ ATPM(cepa)
cepa=changeObjective (cepa, 'ATPM");
cepa=changeRxnBounds (cepa , "ATPM’ 0,1 ");
cepa=changeRxnBounds (cepa , 'ATPM’ ;100, 'u’);
FBA=optimizeCbModel (cepa , 'max’);
cepa_optimizada=changeRxnBounds(cepa , 'ATPM’ FBA.f 6 'b’);
end

function Production = Mets(modelo, dist)
for 1 = 1:length(modelo.mets);
B = 0;

for j = 1l:length(modelo.rxns);

A = abs(dist (j)+*modelo.S(i,j));
B =B+ A;

end ;

B = 0.5%B;

Production (i) = B;
end;
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