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Los estados celulares redox se pueden expresar y cuantificar como las razones NADH/NAD*
y NADPH/NADP™, y son generalmente sostenidos por intrincadas redes con multiples reac-
ciones de 6xido-reduccion. De este modo, al enfrentar perturbaciones, los microorganismos
ajustaran sus flujos metabdlicos hasta alcanzar un apropiado balance intracelular redox. A
este respecto, en muchos casos este tipo de regulacion surge como cuello de botella mas alla
de las deficiencias enzimaticas que dificultan vias metabdlicas especificas [1, 2. Por ende, pa-
ra propositos industriales, muchos esfuerzos de la ingenieria metabdlica hacia la utilizacion
de substratos especificos o sintesis de compuestos diana se ha realizado en microorganismos
a través de la modificacion o introduccién de vias metabdlicas que involucran reacciones redox.

Dentro de las herramientas mas prometedoras frente a las limitaciones redox, asociada a
la interaccion exoelectrogénica, se encuentran la electrosintesis microbiana (MES, Microbial
FElectrosynthesis) y la electrofermentacién (EF, Electro-Fermentation) [3, 4]. Estas atanen la
utilizacion de la interaccion célula-electrodo para dirigir el metabolismo microbiano hacia una
produccion incrementada de quimicos y combustibles. Es decir, se genera un input/output
energético extra que es usado para optimizar el metabolismo celular redox y, por lo tanto, in-
crementar la produccién del compuesto de interés [5]. Sin embargo, a pesar del gran auge por
el desarrollo de estas técnicas, atn se desconoce de forma minuciosa la interaccién genética,
transcripcional y metabdlica asociada a estas tecnologias. En consecuencia, los dos grandes
obstaculos a superar para generar un proceso de relevancia industrial, radican en la baja
razéon de transferencia de electrones entre los electrodos y los microorganismos empleados,
ademés del bajo valor de productos quimicos generados [6, 7].

A partir de lo anterior, es que el trabajo de titulo propuesto involucra la generacién de un
modelo metabdlico y un analisis de estrategias transcripcionales para el microorganismo FE.
coli bajo condiciones de electrofermentacion. Esto, en virtud de identificar y relacionar genes
asociados al metabolismo redox e interaccion exoelectrogénica con hipétesis del incremento
del poder reductor y la generacion de productos de alto valor agregado. Asi, la sinergia entre
un modelo metabdlico y redes de factores de transcripcion, podrian aportar conocimiento a
la regulacién entre genes y generacién de metabolitos definiendo, de esta manera, el com-
portamiento y maquinaria necesaria para la optimizacién y adaptacion bajo condiciones de
produccion de electrofermentacién para futuros procesos de validacion experimental.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Contexto

Los cofactores son compuestos no proteicos o iones metalicos necesario para funciones bio-
logicas y actividades cataliticas de casi todas las enzimas dentro de cualquier organismo. Se
encargan de promover desde transformaciones bioquimicas hasta asistir en muchas reacciones
desfavorables termodindmicamente [1]. En ese sentido, cumplen un rol fundamental al influir
directamente en la expresion y regulacion de las diferentes vias metabdlicas, determinando
asi, utilizaciones y capacidades méaximas asociadas a substratos especificos y sintesis de pro-
ductos objetivos en las diferentes plataformas bioldgicas [8].

Dentro de los distintos tipos de cofactores, se encuentran la nicotinamida adenina dinu-
cleétido y la nicotinamida adenina dinucleétida fosfato, conocidas como cofactores redox.
Estas, existen en forma oxidada (NAD'/NADP™) y reducida (NADH/NADPH), las cuales
estan generalmente asociadas a reacciones metabdlicas y sintéticas como receptores o dona-
dores de electrones, respectivamente. A pesar de su simil quimico y estructural, se involucran
en procesos metabodlicos y cumplen funciones bioquimicas bastante diferentes dentro de los
diversos sistemas microbianos [1, 9].

Referente a su origen, NADH es principalmente generada a partir de la glicélisis y del ciclo
del acido tricarboxilico (TCA, por sus siglas en inglés Tricarboxylic Acid Cycle), mientras
que la via oxidativa de las pentosas fosfato (PPP, por sus siglas en inglés Pentose Phosphate
Pathway) es considerada como la ruta primordial de generacién de NADPH. Sumado a esto,
en relacion a su funcionalidad, dependiendo de la enzima, el microorganismo y su ambiente,
tanto NADH como NADPH participan en distintas reacciones de reduccién anabdlica y ca-
tabdlica. Asi, pueden verse involucrados en procesos tan importantes como en la fosforilacion
oxidativa del adenosin difosfato (ADP) a adenosin trifosfato (ATP), mediante la cadena res-
piratoria aerdbica [1, 10]. En consecuencia, no solo son esenciales para los procesos celulares,
sino que también desempenian un rol fundamental en el mantenimiento de la homeostasis
redox intracelular [2].

A partir de lo anterior, es que los estados celulares redox se pueden expresar y cuantifi-
car como las razones NADH/NAD' y NADPH/NADP™, y son generalmente sostenidos por
intrincadas redes con multiples reacciones de éxido-reducciéon. De este modo, al enfrentar per-
turbaciones, los microorganismos ajustaran sus flujos metabdlicos hasta alcanzar el balance



intracelular redox. A este respecto, en muchos casos el metabolismo redox surge como cuello
de botella mas alld de las deficiencias enzimaticas que dificultan vias metabdlicas especifi-
cas [1, 2]. Por consiguiente, para propédsitos industriales, muchos esfuerzos de la ingenieria
metabdlica hacia la utilizacion de substratos especificos o sintesis de compuestos diana, se
ha realizado en microorganismos a través de la modificacion o introduccién de vias metabo-
licas que involucran reacciones redox. Sin embargo, tales cambios en la célula casi siempre
inducen un desequilibrio redox, el cual podria disminuir dramaticamente el rendimiento de
crecimiento y capacidad biosintética de los microorganismos modificados [1, 8]. Por ende, el
incremento, transformaciones y nuevas tecnologias relacionadas con el aumento y regulacion
de la razén de los cofactores NAD y NADP, podrian permitir el escalamiento de procesos
caracteristicos de laboratorio a un campo industrial y, ademéas, aumentar los rendimientos
de las vias metabdlicas, eliminar requerimientos de oxigeno o incluso mejorar los niveles de
metabolitos en estado estacionario [2, 8, 11].

1.2. Motivacion

Muchos microorganismos procariontes son capaces de interactuar de forma extracelular
con electrodos, ya sean anodos o catodos, utilizandolos como fuentes aceptoras o donantes
de electrones para reacciones metabdlicas [6]. Estos, cominmente conocidos como organis-
mos exoelectrogenos, se caracterizan por ser activos electroquimicamente, cuyos mayores
exponentes, a nivel de investigacion, corresponden a las proteobacterias Geobacter sulfurre-
ducens y Shewanella oneidensis [12-14]. De esta forma, es que se han desarrollado diversas
herramientas asociadas a la interaccion exoelectrogénica destacando dentro de sistemas bio-
electroquimicos (BESs, Bioelectrochemical Systems) y de pilas de combustible microbiano
(MFC, Microbial Fuel Cell), tecnologias como la electrosintesis microbiana (MES, Microbial
Electrosynthesis) y la electrofermentaciéon (EF, Electro-Fermentation) [3, 4].

En relacion a la MES, esta atafie la utilizacién de la interaccion célula-electrodo para
dirigir el metabolismo microbiano hacia una produccién incrementada de quimicos y com-
bustibles. Es decir, se genera un input/output energético extra que es usado para optimizar
el metabolismo celular redox y, por lo tanto, incrementar la producciéon del compuesto de
interés mientras que se minimiza la generacién de productos secundarios [5]. Del mismo
modo, la EF, bajo el mismo principio de accién, amplia su rango de aplicacién al incluir
sistemas biolégicos que utilizan fuentes de carbono alternativas al CO, (fuentes renovables
y materias primas orgéanicas). De hecho, procariontes gram positivas como, por ejemplo,
aquellas del género Clostridium, y eucariotas como hongos y algas verdes, también han sido
usadas exitosamente en sistemas MFC para la produccién quimica y de carburantes [3, 6, 15].

Por consiguiente, es que sistemas MES y EF se posicionan como favoritos en cuanto a
herramientas que permiten superar las limitantes asociadas a los cofactores redox, ya que
el input/output de electrones generado posibilita el aumento y regulacion de la razén entre
sus formas oxidadas/reducidas. Sin embargo, a pesar del gran auge por el desarrollo de estas
técnicas, aun se desconoce de forma minuciosa la interaccion genética, transcripcional y me-
tabdlica asociada a estas tecnologias. En consecuencia, los dos grandes obstaculos a superar
para generar un proceso de relevancia industrial, radican en la baja razoén de transferencia
de electrones entre los electrodos y los microorganismos empleados, ademas del bajo valor de
productos quimicos generados [6, 7].



A partir de lo anterior, es que el trabajo de titulo propuesto involucra la generaciéon de un
modelo metabdlico y un analisis de estrategias transcripcionales para el microorganismo E.
coli bajo condiciones de electrofermentacion. Esto, en virtud de identificar y relacionar genes
asociados al metabolismo redox e interaccion exoelectrogénica con hipétesis del incremento
del poder reductor y la generacion de productos de alto valor agregado. Asi, la sinergia entre
un modelo metabdlico y redes de factores de transcripcion, podrian aportar conocimiento a
la regulacién entre genes y generacién de metabolitos definiendo, de esta manera, el com-
portamiento y maquinaria necesaria para la optimizacién y adaptacion bajo condiciones de
produccion de electrofermentacién para futuros procesos de validacion experimental.



Capitulo 2

Marco Teédrico

2.1. Organismos Exoelectrogenos

Los organismos exoelectrégenos corresponden a cierto tipo de bacterias, arqueas y eucario-
tas, con vias caracteristicas de transferencia de electrones extracelulares (EET, Extracellular
FElectron Transfer), capaces de transmitir energia entre depdsitos energéticos quimicos de la
célula y sélidos exégenos, y viceversa, mediante la ocurrencia de reacciones redox [16]. Es
decir, dicha interaccién electronica se basa en la reduccién y/u oxidacién de carriers ener-
géticos intracelulares o minerales extracelulares, que pueden o no presentar cierto nivel de
movilidad transmembranal. Es asi como, dentro de su novedosa aplicacion en los procesos de
electrofermentacién, se encuentran organismos como Geobacter sulfurreducens, Shewanella
oneidensis y Escherichia coli recombinante, asociados a la generacién de energia mediante
celdas electroquimicas, produccién de combustibles y productos quimicos a través de fermen-
tacién mejorada o electrosintesis, entre otros [5, 17].

2.1.1. Geobacter sulfurreducens

Geobacter sulfurreducens como bacteria exoelectrogénica modelo es capaz de formar grue-
sas biopeliculas conductoras sobre la superficie del electrodo y, es por lo tanto, apta para
generar altas tasas de transferencia de corriente. En ese sentido, ciertos estudios vinculan su
alta capacidad electroquimica con el grosor de la biopelicula o la cantidad total de biomasa
a través de una correlacién positiva [18]. Referente a procesos bioelectroquimicos, G. sulfu-
rreducens puede oxidar completamente moléculas donantes de electrones usando tinicamente
un electrodo como aceptor de electrones, transferir cuantitativamente electrones a electrodos
en ausencia de mediadores y, dado la densidad celular dispuesta sobre el electrodo, es capaz
de alcanzar velocidades de transporte de electrones hacia el electrodo similares a aquellas
observadas en el transporte de electrones hacia el citrato férrico (IIT) [19].

2.1.2. Shewanella oneidensis

Shewanella oneidensis es una bacteria facultativamente anaerébica que acopla la oxidacion
del carbono con el flujo del proceso de transferencia de electrones extracelular. Este ultimo,
catalogado como target comin de modificaciones sintéticas debido a las caracteristicas de
crecimiento y trazabilidad genética favorables de la bacteria. Su ruta de transferencia elec-
trénica primaria se realiza mediante el conducto proteico CymA /MtrCAB, el cual comprende



una red de citocromos ¢ de membrana periplasmatica o exterior que conecta el metabolismo
de carbono con la reduccion de substratos inorganicos. De este modo, en ausencia de oxigeno,
la EET facilita la respiracién sobre especies metalicas relevantes tecnolégicamente, como por
ejemplo, Fe(IIT), Mn(IV) y Pd(II) [20].

2.1.3. FEscherichia coli

Escherichia coli es una bacteria modelo tipica, inactiva eléctricamente, que ha sido am-
pliamente utilizada para la sintesis de variados compuestos quimicos [21]. Es asi como, incor-
porando sus aplicaciones en sistemas bioelectroquimicos para la produccion de compuestos
de interés, se podria ampliar el espectro de substratos y productos limitados en microorganis-
mos bacterianos activos electroquimicamente (EAB, por sus siglas en ingles Flectrochemically
Active Bacteria) [22, 23]. De este modo, muchas sofisticadas herramientas moleculares y de
sintesis bioldgicas estarian disponibles para modificar sistemas genéticos. Ademas, utilizar F.
coli con un conocimiento claro respecto a sus antecedentes genéticos facilitaria la compresién
del proceso de transferencia de electrones a nivel molecular [22].

2.2. Transferencia de Electrones Extracelulares

A partir del estudio de los microorganismos modelos para los procesos de electrofermen-
tacion (G. sulfurreducensy S. oneidensis) es que se conocen distintos modos de transferencia
de electrones. Estos, desempenan un rol importante al estar relacionados con la generacion de
moléculas energéticas y, por ende, con los distintos procesos de éxido-reduccién celulares [24].
De esta manera, es que los diferentes tipos de transferencia de electrones extracelular se di-
viden ampliamente en aquellos de contacto directo e indirecto, pudiendo diferenciar también
dentro de estos, de acuerdo al elemento de interaccién [24].

2.2.1. Contacto Directo

Los mecanismos directos ocurren a través de una interaccion inmediata entre la bacteria
exoelectrogénica y una interfaz de electrodos o metales sin involucrar ningiin compuesto redox
disociativo. Este tipo de interaccion puede ser llevada a cabo por diferentes elementos celu-
lares como citocromos, nanowires o alguna proteina redox dependiendo del microorganismo
[25]. De esta forma, a modo general, es que se pueden identificar tres mecanismos explicados
a continuacion:

2.2.1.1. Proteinas de Membrana

Principalmente corresponden a proteinas de citocromos expuesta en la superficie celular,
cuya prevalencia en las vias de transferencia de electrones las cataloga como las responsables
por, ya sea la entrega o consumo de electrones. Es asi como, para los microorganismos modelos
G. sulfurreducens y S. oneidensis, son las proteinas de transmembrana citocromo de tipo ¢
las encargadas de ejecutar el proceso de transferencia. De esta forma, en S. oneidensis, los
electrones provenientes de la oxidacién del carbono son incorporados al pool quinona, el
cual es oxidado por la acciéon de la proteina deshidrogenasa CymA de membrana interna.
En consecuencia, esta tltima entrega los electrones al complejo ternario MtrABC mediante
las proteinas FccA y STC, transmitiendo su disposicién energética dentro del periplasma.



Analogamente, los compuestos quinoles también son catalizados para obtener electrones a
partir de los citocromos ImCH y CbcL en G. sulfurreducens, para luego ser capturados por
citocromos periplasméticos PpcA y transportados hacia el complejo de citocromos OmaB-
OmbB-OmcB [25].

2.2.1.2. Nanowires

A pesar de que en superficies minerales o de electrodos los electrones pueden ser transpor-
tados mediante procesos respiratorios en un complejo celular tipo biofilm, inicamente en el
espacio entre la capa de este y la superficie es que también se puede establecer un mecanismo
de contacto directo. Es decir, como G. sulfurreducens, muchos exogelectréogenos pueden pro-
ducir un pili tipo IV compuesto por las proteinas PilA y el citocromo hexa-hemo polimerizado
OmcS, relacionadas con la transferencia directa a larga distancia (>10 ym) [26, 27]. Por otro
lado, para S. oneidensis, los nanowires son extensiones de la membrana externa que pueden
establecer EET directa mediante los citocromos MtrABC y OmcA [28].

2.2.1.3. Proteinas Redox

Muchos otros organismos exoelectrogenos utilizan proteinas redox de produccion enddgena
para realizar procesos de transferencia directa. A modo de ejemplo, algunos acetégenos y
metanogenos utilizan la molécula NADH de unién a la membrana, que mediante complejos de
ferredoxina oxidoreductasa promueve el transporte de electrones y, a través de una bomba de
iones redox, la generacion de gradientes de protones [25]. Por otro lado, microorganismos como
el Methanococcus maripaludis, han podido producir hidrogenasas y formato deshidrogenasas
acopladas en la superficie capaces de influir en el consumo de electrones [25, 29].

2.2.2. Contacto Indirecto

Los mecanismos indirectos son llevados a cabo por compuestos quimicos difusibles con
actividad redox denominados cofactores o electron shuttles, capaces de establecer la transfe-
rencia de electrones desde metales insolubles intracelulares o electrodos en organismos exo-
electrogenos. Estos, incluyen principalmente a aquellas pequenas moléculas redox de célula
autosecretadas, mediadores redox artificiales y metabolitos primarios [25].

2.2.2.1. Moléculas Autosecretadas

Corresponden a aquellas moléculas como los mononucleotidos de flavina y riboflavina,
en la especie Shewanella, que son secretadas y utilizadas para transportar electrones ha-
cia éxidos metdlicos o dnodos [30]. Estas, obtienen los electrones a partir de los citocromos
tipo ¢ y, una vez transferidos, pueden ser nuevamente reducidas por citocromos de la mem-
brana externa. Cabe destacar que muchas veces no solo cumplen un rol de electron shuttle
sino también de cofactor de union de los mismos citocromos, generando asi, una sinergia
que conduce a una cinética de accién mejorada [31, 32]. Por otro lado, moléculas como la
piocianina, fenazina-1-carboxilato, fenazina-1-carboxamida y 1-hidroxifenazina tambien han
sido capaces de establecer procesos de transferencia de electrones en especies Pseudomonas

33).



2.2.2.2. Mediadores Redox Artificiales

Este tipo de mediadores, puede considerar el uso de moléculas bioldgicas y sintéticas exoge-
nas al microorganismo, cuya incorporacién al medio extracelular puede favorecer el proceso
de transferencia de electrones o ser parte de un sistema de implementacién en organismos
no exoelectrégenos. Asi, se pueden encontrar moléculas como neutral red, methyl viologen,
antraquinona-2, 6-disulfonato, ferricianuro de potasio y polimeros fosfolipidicos sintetizados
artificialmente capaces de entablar un sistema de transferencia [34, 35]. No obstante, aunque
dichos mediadores ejecutan un rol andlogo en los sistemas de transferencia de electrones, los
mecanismos podrian diferir en relacién a los endégenos. En ese sentido, la variacion en los
mecanismos se puede deber a muchos factores como lo son la estructura espacial molecular,
polaridad y facilidad en la disociacion [36].

2.2.2.3. Metabolitos Primarios

Los mediadores, como metabolitos primarios, son aquellos producidos o consumidos de
forma electroquimica por microorganismos para generar una variacién en la transferencia de
electrones mediada [34]. Es asi como, Hy y formiato, pueden ser generados en la vecindad
de los electrodos y utilizados como donantes de electrones para procesos de electrosintesis
microbiana [37, 38]. Para organismos acetégenos y metandgenos, Hy corresponde al donante
de electrones preferido bajo condiciones de crecimiento autotréfico [39, 40].

2.2.3. Transferencia de Electrones Extracelular en Escherichia co-
lt cepa JG622

La cepa JG622 fue desarrollada con el

e objetivo de exhibir una bacteria E. coli con

A f una capacidad mejorada para realizar pro-
' cesos de transferencia de electrones media-
outer da por electron shuttles sobre la superficie
membrane m de un electrodo (EET indirecta). En ese
sentido, en primera instancia, se basaron

. en la cepa JG146 (Figura 2.1) caracterizada

L I A0 DEE%’[L;’;WC por poseer un operén que codifica para los

§_ Cytochromes genes cymA y mtrA de S. oneidensis bajo
el control de un promotor de tetraciclina.
Es decir, la bacteria era capaz de expresar
tanto citocromos CymA tetrahema de tipo
¢ como aquellos periplasmaticos MtrA, rela-
cytoplasmic reductase : cionados con la direccién de electrones des-
membrane de el conjunto de menaquinol hacia varias
reductasas del periplasma y la participacion

Figura 2.1: Sistema de transferencia de electro- en la respiracion del hierroy del anodo. Pos-

nes extracelular de S. oneidensis introducido en terior.r,nente, la cepa fue modificada por la
E. coli [23)]. delecion del conjunto de genes que codifican

para las proteinas fumarato y nitrato deshi-
drogenasa periplasmatica, frdA-D y napC-
F respectivamente, debido al simil en la funcionalidad enzimatica entre NapC y CymA, y dado

periplasm

red (33
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que otra molécula como el fumarato capaz de ser un aceptor de electrones podria interferir en
el sistema de transferencia extracelular a implementar [41]. Sumado a esto, la realizacion de
experimentos de expresion de diferentes citocromos ¢ bajo condiciones reductoras de hierro
férrico en S. oneidensis, permitié la identificacién de 12 proteinas involucradas en la interac-
cién con el electrodo. De este modo, ejecuciones experimentales de bacterias transformadas
por plasmidos con uno de los 12 citocromos encontrados, permitié identificar aquel pequeno
citocromo tetrahemo SCT cuya expresién resulté en un incremento del 183 % de interaccion
con respecto a la cepa wild type. Finalmente, SCT fue integrado al genoma de E. colv JG146
resultando en la cepa mejorada JG622, la cual exhibe un 78 % de incremento en la interaccién
en relacién a la cepa wild type y un 20 % referente a la cepa JG146 base [23].

2.3. Electrofermentacion

2.3.1. Fermentaciéon No Balanceada

Dentro del proceso de electrofermentacion, la fermentacion no balanceada es aquella en
donde los microorganismos mantienen un balance redox intracelular y alcanzan una produc-
ciéon de compuestos quimicos tanto continua como eficiente. Para esto, es que se utilizan los
mecanismos de transferencia de electrones para conducir el exceso electronico hacia un elec-
trodo (4nodo), a modo de disminuir la generacién de productos secundarios y mantener un
estado redox constante. Es importante sefialar que, en conjunto con el proceso de electrofer-
mentacion, la modificacion genética de las vias metabdlicas es una herramienta fundamental
al momento de obtener mejores resultados. De este modo, basado en los mecanismos de trans-
ferencia de electrones, es que la fermentaciéon no balanceada también puede ser dividida en
aquella de tipo directo e indirecto.

2.3.1.1. Fermentacion No Balanceada Directa

Tipo de fermentacion basada en los mecanismos nativos de los organismos electroactivos
modelos, las especies Geobacter y Shewanella, que pueden establecer contacto directo con el
electrodo mediante estructuras tipo pili y citocromos. De este modo, se libera el exceso de
electrones generado por el metabolismo intracelular facilitando la mantencién de las condi-
ciones redox. Es asi como, proporcionando un anodo como sumidero de electrones, se puede
llegar a eliminar las limitantes redox, cambiar el sentido de reacciones no balanceadas y des-
acoplar el equilibrio entre electrones y carbono. Por otro lado, cabe resaltar que la estrategia
de implementar un sistema de consorcio microbiano como, por ejemplo, entre las bacterias
Clostridium cellobioparum y G. sulfurreducens, incrementa notablemente la eficiencia del pro-
ceso de fermentacion no balanceada. Lo anterior, ya que cada microorganismo aporta con
un proceso complementario, en este caso en particular, C. cellobioparum proporciona como
productos secundarios lactato y acetato, los cuales son aprovechados por G. sulfurreducens
para la generacion de electrones y la mantencién del sistema electroquimico.

2.3.1.2. Fermentacion No Balanceada Indirecta

En este tipo de fermentacién, la introduccion de varios mediadores exdgenos en el proceso
de transferencia de electrones acelera el flujo de electrones y la generacion de productos mas
especificos. Asimismo, el uso de mediadores no debe ser exclusivamente como de electron



shuttle, sino que también se han presentado investigaciones donde cumplen mas bien un rol de
surfactante en relaciona a la permeabilidad de la membrana, y de coadyuvante en el proceso de
transporte de las moléculas involucradas en la transferencia de electrones. Asi se demuestra
en la introduccion del mediador Tween 80 dentro del sistema bioelectroquimico inoculado
por la bacteria Zymomonas mobilis, en donde se consigue acelerar de forma simultanea la
generacion eléctrica y la produccion de etanol.

2.3.2. Electrosintesis Microbiana

La electrosintesis microbiana es el mecanismo por el cual un organismo exoelectrégeno
realiza la conversién de un input de electrones provenientes de una fuente catddica a equi-
valentes reducidos (NADH, NADPH, entre otros). Su objetivo consiste en la utilizacién de
esa fuente energética para la reduccién de sustratos organicos (glucosa, glicerol, fumarato,
COg, entre otros) a compuestos quimicos mejorados o de mayor valor agregado. Al igual que
en la fermentacion no balanceada, los mecanismos por el cual los electrones son consumidos
para el metabolismo celular o sintesis quimica se basan en dos fendmenos de transferencia de
electrones extracelular distintos; es decir, referente a una transferencia directa, o indirecta a
través de mediadores exdgenos o metabolitos primarios.

2.4. Modelos Metabodlicos a Escala Gendémica

Los enfoques basados en modelos in silico, han sido cada vez mas empleados para guiar la
ingenieria metabolica en los ultimos anos. La mayoria de estos estudios han utilizado como
perspectiva un modelado de estado estable simple y extensible, modelo basado en restric-
ciones (CBM, por sus siglas en inglés Constraint-based Modeling), el cual puede simular los
fenotipos celulares en términos de flujos metabdlicos con solo la informacion de la estequio-
metria de reaccion y el balance de masa de los modelos metabdlicos subyacentes. A modo
de resultados, se obtienen modelos metabdlicos a escala genémica (GEMs, por sus siglas en
inglés Genome-scale Metabolic Models) que permiten experimentar y proponer nuevas hipé-
tesis sobre las funciones metabdlicas en un organismo de interés [42].

La version mas comunmente aplicada del CBM corresponde al analisis de balance de flu-
jos (FBA, por sus siglas en inglés flux balance analysis), cuyo desarrollo abarca desde GEMs
hasta una amplia gama de aplicaciones y formulaciones computacionales. Este tipo de he-
rramienta mantiene las premisas de optimalidad y estado estacionario a pesar de conocer su
inexactitud desde una perspectiva bioquimica. Sin embargo, estas pierden relevancia al ser
la mayoria de las representaciones sistemas lineales y, en menor grado convexos, facilmente
resueltos con métodos y software estandar. En consecuencia, con un alto grado de precision,
modelos FBA pueden identificar genes esenciales, predecir respuestas metabdlicas con inte-
rrupcion de vias, determinar rutas metabodlicas centrales, desarrollar estrategias de ingenieria
sintética, asi como identificar genes relacionados a la inhibicién en la migracion del cancer [43].

Generalmente, el FBA se desarrolla a partir del computo del crecimiento celular maximo
en diferentes condiciones ambientales. Asi, las reacciones de biomasa se maximizan para cuan-
tificar la distribucién de flujos internos. En consecuencia, de forma matematica, el problema
de optimizacién para maximizar el flujo de biomasa sujeto a la estequiometria y limitaciones
de capacidad puede ser representado como se muestra en la Ecuacién 2.1 [42, 44].
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max VUpiomasa
s.t. Y S;v; =0 V metabolito i (2.1)

min mazx
v S vy Sy

Donde S;; es la matriz estequiométrica, v; es el flujo a través de la reaccion j, y U;”m y
v7"** son los posibles limites de v;, respectivamente.

De forma especifica para este trabajo de titulo, se utilizaron modelos base de E. coli K-
12 o DH5«a obtenidos a través del repositorio metabdlico de datos BiGG Models. De este
modo, el modelo para la cepa JG622 esta basado mediante una construccion sistematica
usando anotacién genémica, conjunto de datos émicos y conocimientos publicados. A modo de
ejemplo, el modelo para E. coli DH5«a puede alcanzar un performance con 1951 metabolitos,

2779 reacciones y 1368 genes [45].

2.4.1. Modelo Base E. coli K-12

El analisis computacional de datos biologicos se esta volviendo cada vez méas importante,
especialmente en esta era de big data. En ese sentido, la manipulaciéon de datos biolégicos
permite obtener de manera eficiente conocimientos biolégicos para referencias dadas y, a ve-
ces, incluso contraintuitivos que pueden desafiar el conocimiento existente [46]. Asi es como,
durante los ultimos 12 anos, el conocimiento base de BiGG Model se ha posicionado co-
mo un repositorio centralizado para modelos metabdlicos de escala genémica de alta calidad
[47]. De este modo, en conjunto con una creciente disponibilidad de recursos computacionales
user-friendly como Jupyter Notebook, Anaconda, Google Colaboratory, Python y su paquete
COBRApy, se han podido desarrollar mas de 1000 GEMS asociados al estudio del microor-
ganismo FE. coli para su simulacién in silico ya sea como plataforma de produccién sintética
de compuestos de alto valor industrial, hasta la evaluacion de su razon de crecimiento bajo
distintas fuentes de carbono [46, 48].

Hoy en dia, en la base de datos de BiGG Models existen alrededor de 9 GEMs asociadas a
la representacion de E. coli strain K-12. La mayoria corresponde a la substrain M(G1655, no
obstante también se encuentran aquellas de substrain W3110 y DH10B. Todas se caracteri-
zan por ser modelos altamente precisos pero que difieren, como es el caso entre las substrains
MG1655 y W3110, en 267 sitios nucleotidicos con 251 inserciones o deleciones cortas, en su
mayoria de un solo nucledtido o sustituciones de bases, ademéas de 13 sitios con un elemento
de secuencia de insercién o profago defectuoso en solo una cepa y dos sitios para la inversion
W3110 [49]. De este modo, es que se ha podido establecer experimentaciones in silico a tra-
vés de modificacion de las GEMs anadiendo vias enzimaticas exdgenas, como es el caso de
la incorporacién de enzimas relacionadas con la biosintesis de dcido hialurénico (GLMU2 y
HYAD) de Pasteurella multocida al modelo iAF1260 [50].

Dentro de los distintos modelos K-12, destaca la substrain MG1655 principalmente por
ser una de las mas estudiadas y, por ende, poseer el porcentaje de anotacion genémico fun-

cional més alto (=70 %) [51]. Asimismo, el modelo E. coli K-12 substr. MG1655 iML1515 es
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considerado una de las novedosas incorporaciones gold-standard por su conocimiento base en
reacciones y metabolitos bioldgicos [47], y capacidad para simular traits biologicos [52]. En
ese sentido, este correspondera al modelo seleccionado para realizar las simulaciones in silico
y en el cual se realizara la implementacién del sistema de transferencia de electrones para
el proceso de electrofermentacién, cuyas caracteristicas especificas se detallan en el apartado
3.1.1.

2.4.2. Funciones Objetivos

2.4.2.1. Max Biomass

Funcioén objetivo relacionada a la maximizacién del rendimiento de biomasa. La logica de-
tras de su planteamiento esta dada ya que la evolucion impulsa la seleccion hacia la obtencion
méaxima de biomasa [53].

Ubi
max iomass (22)
Vglucose

2.4.2.2. Max ATP

Funcién objetivo relacionada a la maximizacién del rendimiento de ATP. La logica detras
de su planteamiento esta dada ya que la evolucién impulsa la seleccién hacia la maxima
eficiencia energética [53].

vVaTp
max

(2.3)

Vglucose

2.4.2.3. Min/Mazx Redox Potential

Funcién objetivo relacionada a la minimizacién/maximizacion del potencial redox. La
logica detras de su planteamiento esta dada ya que las células tienden a disminuir el numero de
reacciones oxidantes para conservar su energia o usarla de las formas mas eficientes posibles.
Para el caso de E. coli se consideran las siguientes reacciones: gapA, aceE/F, maeA, sucAB,
mdh, udhA, fdhF, fdoGHI, fdnGHI, 1dhA, adhE_R, mhpF_R, adhP_ R, adhC R, maeB,
zwf, gnd, icd, pntAB, frd ABCD, sdhAB, dld y sdhABCD_R [53].

min 72 UNADH (2.4)

Vglucose

2.4.2.4. Min ATP Production

Funcién objetivo relacionada a la minimizacion de los flujos productores de ATP. La logica
detras de su planteamiento esta dada ya que las células tienden a crecer utilizando la minima
cantidad de energia posible y, en consecuencia, conservandola. Para el caso de E. coli se
consideran las siguientes reacciones: pgk, pykA, pykF, sucCD, atpA-H, ackA, ackB, tdcD y
purT [53].
>_VATP

Vglucose

min

(2.5)
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2.4.2.5. Max ATP Production

Funcién objetivo relacionada a la maximizacion de los flujos productores de ATP. La logica
detras de su planteamiento esta dada ya que las células tienden a producir tanto ATP como
sea posible. Para el caso de E. coli se consideran las siguientes reacciones: pgk, pykA, pykF,
sucCD, atpA-H, ackA, ackB, tdcD y purT [53].

> varp

Vglucose

mazx (2.6)

2.5. Redes de regulacion transcripcional

Una red regulatoria transcripcional (TRN, por sus siglas en inglés Transcriptional Regula-
tory Network) cumple un rol fundamental al permitir que un organismo module la expresién
de miles de genes en respuesta a perturbaciones ambientales y genéticas. Este sistema regula-
torio surge de la interaccion entre factores trans y elementos reguladores cis bajo el contexto
de una estructura particular como, por ejemplo, de cromatina o cromosoma. De este modo,
los elementos cis seran aquellas regiones en el ADN ubicadas en la vecindad de un gen y, de
forma complementaria, toda molécula celular difusible capaz de unirse a regiones del ADN
seran considerados factores trans [54].

La influencia directa de factores trans, o mejor conocidos como factores transcripcionales
(TFs, por sus siglas en inglés Transcription Factors), sobre la actividad transcripcional de
diferentes genes objetivos se representa habitualmente mediante una TRN. Esta, desvela la
organizacion global de la regulacion, como su estructura modular y jerarquica, o el hecho de
que en promedio cada gen esta controlado por dos o mas TFs. Por otro lado, su funcionamien-
to yace de la interaccion de unidades béasicas denominadas requlon, las cuales corresponden a
conjuntos de genes objetivos co-regulados por el mismo set de TFs. De este modo, existiran
regulones controlados por un TF considerados simples y aquellos regulados por dos o mas,
catalogados complejos (mas comunes) [54, 55].

De forma especifica, de las TRNs desarrolladas para E. coli, se conoce que su expresion
esta probablemente regulada por menos de diez TFs globales. Estos, actiian en conjunto con
TFs locales y, al mismo tiempo, las regulan formando un motivo de bucle feedforward. De
este modo, reguladores globales y locales tienden a coordinar conjuntamente una condiciéon
general y una particular [56].

2.5.1. Cofactores y regulacion transcripcional

Los TFs se clasifican en varias familias basados en al menos dos dominio que les permiten
funcionar como switches regulatorios. El primer dominio, actiia como un sensor senal a través
de interacciones union-ligando o proteina-proteina, que en muchos casos relaciona al ligando
como un metabolito o senal fisicoquimica que conduce la informacién endégena o ambiental.
Mientras que el segundo, es el elemento respuesta del switch que directamente interactia
con la secuencia de ADN objetivo o con el sitio de unién de los TFs (TFBS, por sus siglas
en inglés Transcription Factor Binding-Site). Generalmente, la mayoria de estos dominios se
presentan de forma tinica en cada proteina a excepcién de los sistemas de dos componentes
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54, 57].

Usualmente, TFs negativos se unen al promotor interfiriendo de forma directa con la
ARN polimerasa (RNAP, por sus siglas en inglés RNA Polymerase). En contraste, los TFs
positivos se unen a la regién rio arriba del promotor ayudando a reclutar la RNAP y comenzar
la transcripcion. No obstante, existen TFEs con un rol regulatorio dual, siendo activadores y
represores al mismo tiempo. En ese sentido, los TFs cumplen sus funciones regulatorias en
conjunto y una region puede ser ocupada por mas de un TF debido a la degeneracion del
ADN. Asi, sus efectos dependeran de la concentraciéon del factor y la afinidad entre TF-TFBS,
donde sitios de unién débiles requeriran altas concentraciones de TFs y viceversa [54, 58].

2.5.2. TFs Escherichia coli

En E. coli solo siete proteinas regulatorias (CRP, FNR, IHF, FIS, ArcA, NarL and Lrp)
son necesarias para la modulacion directa del 51 % de su genoma (ver Figura 2.2). Esta gran
influencia de unos pocos reguladores es consistente con las propiedades estadisticas de la
red, ya que su conectividad expresa una distribucion de tipo power-law. De los siete TFs
mencionados anteriormente, solamente FIS regula la mayoria de sus genes (67 %) de manera
independiente. Mientras que, en NarLL y ArcA como extremo opuesto, todos sus genes re-
gulados son co-regulados conjuntamente por otras proteinas, incluyendo TFs como FNR y
en menor grado CRP u otros, comprendido por la necesidad de una firme regulacion entre
la deteccion del equilibrio potencial redox del oxigeno y aceptores de electrones alternativos
como el fumarato o nitrato, y la precisa regulacion en las respuestas aerébicas o anaerdbicas
por parte de ArcA y NarL [59]. De esta forma, TFs amplifican su rango de control mediante
la regulacién de otros TFS para abarcar un conjunto de genes regulados indirectamente. De
hecho, CRP es por lejos, el factor de transcripcién en E. coli que regula el mayor numero de
TFs (incluyendo el mismo). Sin embargo, ya que TFs regulan a otros TFs, incluyéndose asi
mismos en feedback loops y relaciones complejas, no se puede asumir una estructura jerar-
quica de la red a partir de estas interacciones [59, 60].

En relacién a su funcionalidad, a modo general, CRP es la proteina reguladora primordial
que detecta el nivel energético celular a través de los niveles de cAMP. FNR y ArcA estan
relacionados directamente con la produccion de energia mediante el control de los modos de
respiracion. Lrp registra el estado nutricional general censando la concentracion de L-leucina
celular y, ademas, ajusta el metabolismo ante condiciones nutricionales variables. FIS, IHF y
Hns son proteinas de unién al DNA que regulan su transcripcién por medio de la modulacién
de su topologia, que depende de los niveles energéticos en la célula [59].
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Summary of transcriptional interactions of major TFs, in the transcriptional regulatory network of E. coli.

Transcription Genes Co-regulators' TFs Sigma Functional classes Family

factor regulated” regulated’ factors® of genes regulated” {members)”
CRP 197 a7 22 (. i 48 CRP (2)

IHF 101 28 9 o aLae 26 HI-HNS (2)
FMNA 111 20 5 g 22 CRP (2)

FIS 76 15 4 " i 20 EBP (14)

ArchA 63 18 2 P 17 OmpR (14)
Lrp 53 14 ] oAt 15 AsnC (3)

Hna 26 14 5 g 17 Histane-like (1)
MarLY 65 10 1 gfoa 14 LuxR/Uhpa, (17)
OmpAR 10 9 3 g’ 5 OmpR (14)
Fur® 26 ;] 2 ghe ] Fur (2)

Pholl 26 1 3 a™ k| OmpR (14)
CpxR 9 2 1 e 5 OmpR (14)
SoxRS 9 10 3 gmas 10 AraCyIS (24)
Mic* 5 3 1 ot a NagC/XylR (7)
Caph® 2 2 1 o’ 2 Cold (%)

Riob™* T [:] 2 gae 1] AraC/%ylS (27)
PurRt™ 28 7 1 o™ 10 GalfuLac! (13)

Total number of genas lated directly. "Number of different TFs with which at least a gene or TU is jointly co-reéguiated, 'Number of regulated
genas that codify for TFs. of o factors of the regulated promoters, “Mumber of functional classes of the gene products regulated [44],

*TF tamily and in parenthesis the number of members of the family. In addition to the seven global TFs considered here there are TFs suggested by
*Babu and Telchmann, 2003, [42**] and **Shen-Orr & al., 2002, [50*].

Figura 2.2: Interacciones transcripcionales de los principales TFs en la red
regulatoria transcripcional de E. coli [59].

2.5.2.1. FNR

La proteina FNR es miembro de la superfamilia CRP-FNR de TFs, caracterizada por la
presencia de un dominio sensorial N-terminal y un dominio de unién a DNA C-terminal. Este
regulador global es capaz de regular la transcripcion de genes involucrados bajo condiciones
anaerébicas mediante la incorporacién de un cluster [4Fe-4S] sensible al oxigeno dentro del
dominio sensorial de la proteina [61]. La adquisicién de grupos azufre-sulfuro promueven la
formacion de dimeros del regulador a partir de dos monémeros de FNR, los cuales poseen
actividad de union a DNA mejorada y se ligan de una manera secuencia-especifica a los pro-
motores objetivos, en donde actiian como activadores de genes anaerébicos y represores de
genes aerdbicos [62, 63].

En presencia de oxigeno, el cluster [4Fe-4S] es degradado a [2Fe—2S] via el intermediario
[3Fe-4S]. Como consecuencia, el dimero FNR se separa y la unién sitio especifica se inhibe. La
forma [2Fe—2S] de FNR almacena sulfuro producto de la separacién del dimero, de este modo
se facilita la reparacion del cluster y la restauracion de la actividad del TF en periodos donde
la disponibilidad de oxigeno fluctiia. Sin embargo, si el oxigeno persiste en el ambiente, la
forma [2Fe-2S] de FNR se degrada hasta apoFNR, la cual puede adquirir un grupo [4Fe—4S]
por medio de la interaccién con la maquinaria biosintética del grupo de hierro y azufre de la
célula [63, 64].

Los genes asociados a la regulacion por parte de la proteina FNR involucran a las enzimas
fumarato, nitrato, nitrito, DMSO y TMAO reductasas, junto con las piruvato formato-liasa,
asparaginasa II, aspartasa, hidrogenasa, formato y G3P deshidrogenasa [65].

En relacion a la fumarato reductasa, su expresion es dependiente de la proteina FNR,
no obstante mutantes del gen fnr muestran de todas formas una actividad basal incremen-
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tada durante el crecimiento anaerobio. En ese sentido y segin bibliografia, la transcripcion
de frd es positivamente regulada por FNR y reprimida por NarL en presencia de nitrato y
molibdato; sin embargo, la existencia de una proteina reguladora especifica no caracterizada
involucrada en el proceso no puede ser descartada [66].

Referente a la nitrato reductasa, la transcripcién del operon nar es virtualmente indetec-
table en mutantes del gen fnr, como también lo es su induccién por nitrato mediante las
proteinas NarLL y NarX. De este modo, el control de su expresion solo es ejecutado bajo la
accion del operén nar activado a través de la proteina FNR [67].

Con respecto a la nitrito reductasa, cuyo principal exponente es la enzima soluble sirohaem
ligada a NADH, su expresion anaerobia también requiere directamente la presencia del gen
fnr permitiendo la remocion de nitrito, y su posterior conversiéon a amoniaco biolégicamente
util y regeneracion de NADH. Una menor actividad de nitrito reductasa reside en la enzima
formato-nitrito oxidoreductasa, que acopla la reduccién de nitrito a la oxidacién de formato
y lactato, relacionada con el citocromo periplasmatico cs5o cuya expresion es anaerobiamente
inducible y dependiente de FNR [67, 68].

Acerca de la piruvato formato-liasa (PFL), enzima involucrada de forma esencial en el
catabolismo anaerobico de la glucosa, cataliza la conversiéon no oxidativa del piruvato a
acetil-Coa y formato. La transcripcién del gen pfl es totalmente compleja, hay un total de
siete promotores aparentemente regulados por la proteina FNR, piruvato y nitrato. De hecho,
su expresion anaerdbica es reducida hasta 5 veces en mutantes del gen fnr, sin embargo, esto
sigue siendo 3 veces por sobre el nivel basal aerébico [65].

En cuanto a la formato deshidrogenasa (FDH), bajo condiciones de crecimiento anaerébico
E. coli expresa dos formas enzimdticas, una fermentativa (FDHy) como parte del complejo
formato hidrégeno-liasa, y otra (FDHy) involucrada en la conservacién de energia durante la
respiracion de nitrato y fumarato. De acuerdo a evidencia experimental, la expresion del gen
fdhF seria inducida mediante formato, y su dependencia de la proteina FNR corresponderia
a una consecuencia mas bien secundaria a la falta de la proteina PFL y dado la eliminacion
de los recursos metabdlicos de procesamiento de formato en mutantes fnr. Por otro lado, en
células crecidas en nitrato, la expresion anaerdbica de FDHy es fuertemente dependiente de
factor global fnr [69].

2.5.2.2. ArcAB

El sistema de dos componentes de control respiratorio aerébico (ArcBA) es un sensor
indirecto de oxigeno bajo condiciones microaerébicas compuesto por la proteina ArcB, una
quinasa sensora unida a la membrana tripartita, y ArcA, el regulador de respuesta afin
[63, 70, 71]. ArcB, perteneciente a la subclase de kinasas sensoras hibridas posee un dominio
que comprende 16 residuos de aminoacidos, seguido por un aleucine-zipper y un dominio
Per-Arnt-Sim (PAS) que conecta la parte transmembranal con el dominio catalitico de ArcB.
El dominio PAS son estructuras sensoriales versatiles relacionadas con detectar cambios en la
luz, potencial redox y el estado energético general de la célula. En el citoplasma, los dominios
PAS de cada monémero ArcB contienen dos residuos de cisteina claves que deben perma-
necer en estado reducido para alcanzar una maxima actividad autoquinasa. Por otro lado,
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su oxidacién se debe principalmente a la deteccion del estado redox de quinonas en la ETC,
con productos fermentados actuando como efectores alostéricos para acelerar la actividad
quinasa. A medida que aumenta la disponibilidad de oxigeno, ArcB cambia su funcionalidad
pasando de una actividad autoquinasa a una fosfatasa mediante la formacion de dos enlaces
disulfuros intermoleculares que resultan en un dimero ArcB unido covalentemente. En estado
reducido, su funcionalidad sera autofosforilar ciertos residuos de los dominios H1, D1 y H2,
hasta transferir el grupo fosfato al residuo conservado Asp (Asp54) del dominio receptor de
ArcA. De este modo, fosforilada ArcA se vuelve una proteina de unién a DNA de secuencia
especifica octamérica capaz de controlar la expresion de variados operones en el cromosoma

de E. coli [63, 72, 73).

Bajo condiciones anaerdbicas, ArcA-P directamente reprime los operones codificantes de
enzimas relacionadas con el ciclo TCA (gltA, icdA, sdhCDAB-sucABCD, mdh, IpdA), la
p-oxidacion de acidos grasos (fadH, fadBA, fadL, fadE, fadD, fadIF), la oxidacién de lacta-
dehido (aldA)/lactato (IIdPRD) y la oxidacién de glicolato/glioxilato (glcC, glcDEFGBA).
Por el contrario, activa la expresién de operones codificantes para tres enzimas esenciales en
la adaptacion a medios microanaerébicos o anaerébicos, como lo son el citocromo bd oxidasa
(cydAB), la piruvato formato liasa (focA-pfiB) y la hidrogenasa I (hya) [74].

Su mecanismo de represion, basado en datos de ChIP-seq recopilados bajo condiciones de
crecimiento anaerobico, exhiben una significativa reducciéon en la ocupacion del factor sigma
70 en relaciéon a datos de crecimiento aerébico, consistente con la nocién de ArcA como un
represor de la union de la RNA polimerasa. Ademas, la correlacion de la posicién de los sitios
de unién de ArcA predichos con los sitios de inicio de transcripciéon (TSSs por sus siglas
en inglés) dependientes de 0™ conocidos, indican que la mayorfa de los objetivos reprimi-
dos con un TSS confirmado poseen un sitio de unién ArcA que se sobrepone a la regién de
acople de la 0">-RNAP. De este modo, el posicionamiento de lo sitios de unién a ArcA son
consistentes con la disminucién en la ocupacién de ¢ dependiente de Oy observada en casi
todos los operones reprimidos, sugiriendo que ArcA probablemente reprime la transcripcion
a través de la oclusion del promotor. Sin embargo, para el mecanismo de activacion, tanto la
posicién como la orientacién de los sitios de unién de ArcA predichos relativos a los TSS de
cada operon, son variables entre cada objetivo activado y, por ende, permanece poco claro
si ArcA puede activar la transcripcién mediante contacto directo del complejo o™-RNAP [74].

2.6. Metabolismo redox

A grueso modo, el metabolismo redox corresponde al conjunto de cambios quimicos y
biolégicos asociados a cofactores de procesos de oxido-reduccion, que se producen continua-
mente en las células vivas de un organismo. Estos, relacionan los diferentes flujos de vias
metabolicas dependientes de cofactor con la disponibilidad de la enzima de la ruta, como
también con la del cofactor y la razén entre sus formas oxidadas y reducidas. A este respecto,
su regulacion, ademas de intervenir en muchas reacciones de 6xido-reduccion, también regula
la actividad de enzimas y procesos genéticos. Por lo tanto, su consideracion juega un rol im-
portante y critico en el mantenimiento del balance redox intracelular, condicién basica para
el crecimiento de todos los microorganismos [10].
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Dentro de los distintos tipos de cofactores, se encuentran el NAD y el NADP, conocidos
como cofactores redox. Estos, existen en forma oxidada y reducida, las cuales estan gene-
ralmente asociadas a reacciones metabodlicas y sintéticas como receptores o donadores de
electrones, respectivamente. A partir de lo anterior, es que los estados celulares redox se
pueden expresar y cuantificar como las razones NADH/NAD* y NADPH/NADP™, y son
generalmente sostenidos por intrincadas redes con multiples reacciones de 6xido-reduccion.
En consecuencia, no solo son esenciales para los procesos celulares, sino que también desem-
penian un rol fundamental en el mantenimiento de la homeostasis redox intracelular, ya que
su optimizacion se ha visto asociada con un fuerte crecimiento y metabolismo en los micro-
organismos estudiados [1, 2, 9].

Para reacciones redox catalizadas por células microbianas, el anélisis de los cofactores in-
volucrados es de especial interés puesto que la disponibilidad de moléculas NADH o NADPH
son usualmente un factor limitante y crucial en el rendimiento y eficiencia del proceso. Esto,
en muchos casos surge como cuello de botella mas alla de las deficiencias enzimaticas que di-
ficultan vias metabdlicas especificas [1, 2, 75]. Por consiguiente, para propésitos industriales,
muchos esfuerzos de la ingenieria metabdlica hacia la utilizacién de substratos especificos o
sintesis de compuestos diana, se ha realizado en microorganismos a través de la modificacion
o introduccién de vias metabdlicas que involucran reacciones redox [75].

Las modificaciones al metabolismo redox son parte de la ingenieria de cofactor, subcon-
junto de la ingenieria metabdlica, que se define como la manipulacion de cofactores en las
vias metabolicas y, de forma paralela, la optimizaciéon del control dinamico de los flujos del
compuesto de interés. Estas, generalmente refieren a cambios hacia las rutas que involucran
las moléculas NAD y NADP. Con respecto a esto, sistemas de manipulacién de NAD™, han
sido exitosamente usados para mejorar la produccion de metabolitos primarios como eta-
nol, 1,2-propanodiol, acetoina y piruvato. Asi, segtiin bibliografia, se senala que la forma mas

efectiva de ajustar las razones de los cofactores redox consiste en la expresion heteréloga de
sistemas de regeneracién NAD/NADP [1, 10].

2.6.1. Estrategias de modificacion del metabolismo redox

Para propoésitos industriales, se han realizado en diferentes microorganismos muchos es-
fuerzos, por parte de la ingenieria metabdlica, dirigidos hacia la utilizaciéon de substratos
especificos o sintesis de compuestos target. Sin embargo, la modificaciéon o introducciéon de
vias que involucran reacciones redox, generalmente inducen un desequilibrio en los procesos de
oxido-reduccion que desencadenan una disminucion drastica del crecimiento y capacidad sin-
tética del organismo modificado. De este modo, procedimientos metabdlicos efectivos deben
considerar cuidadosamente el consumo y generacién de cofactores NAD(P)H, como también
la maximizacién del flujo de carbono hacia vias sintéticas deseadas evitando largas fluctua-
ciones redox [1]. Asi, dentro de estrategias experimentalmente comprobadas y revisadas por
Liu J. et al. (2018), se encuentran:

2.6.1.1. Eliminacién o knock-down de vias competitivas de cofactores redox

Esta estrategia consiste en incrementar la biodisponibilidad de cofactores redox a través del
bloqueo o knock-down de vias de consumo competitivas. A modo de ejemplo, se ha demostrado
que la delecién o activacion de los genes 1dh y ald, codificantes para lactato deshidrogenasa
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y alanina deshidrogenasa respectivamente, permiten mayor disponibilidad de NADH para
impulsar la produccién de propanodiol, butanol y otros alcoholes en E. coli [76, 77]. Por otro
lado, el uso de ARNs sintéticos relacionados con procesos de down-regulation de enzimas
competidoras de NADPH, ha conducido a incrementos de hasta un 70 % en la produccién de
S-adenosilmetionina dependiente de NADPH [78].

2.6.1.2. Introduccion de reacciones de generaciéon de cofactores redox

Esta estrategia involucra la introduccion de sistemas heterélogos de regeneracion de cofac-
tores en plataformas bioldgicas. Este tipo de procedimiento ha sido exitosamente aplicado en
la biosintesis de variados productos dependientes de NAD(P). Por ejemplo, se puede desta-
car la introduccién de la enzima formiato deshidrogenasa dependiente de NAD' (FDH, por
sus siglas en inglés Formate Dehydrogenase) de Candida boidinii en E. coli, cuyo resultado
permitié mayor tolerancia al quimico furfural debido a una mayor reserva de NADH que,
al mismo tiempo, incrementé la productividad de isobutanol del proceso de fermentacion
[79]. Por otro lado, también cabe resaltar la introduccion heteréloga de la via altamente
activa Entner-Doudorof de Zymomonas mobilis en E. coli, cuyos resultados demuestran un
incremento de 25 veces en la tasa de regeneraciéon de NADPH [80].

2.6.1.3. Reacciones directas de reduccién/oxidacién entre NAD y NADP

Esta estrategia se centra en la interaccion directa entre NAD y NADP. Para esto, inves-
tigadores aconsejan utilizar la enzima piridina nucledtido transhidrogenasa (PNT, por sus
siglas en inglés Pyridine nucleotide transhydrogenase), que reversiblemente transfiere hidru-
ros desde NADH a NADP™, en combinacién con otras enzimas regeneradoras de cofactores.
En particular, el uso en conjunto de una de las isoformas de PNT, PntAB, con la enzima
FDH, logra un comportamiento sinérgico ya que al alcanzar mayores tasas NADH/NAD™
via FDH se impulsa a PntAB a generar mas NADPH a partir de NAD™. En ese sentido, no
solo incrementa la biodisponibilidad de NADPH sino también mantiene la homeostasis de la

razén NADH/NAD™ [81].
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Capitulo 3

Metodologia

3.1. Materiales

3.1.1. Modelo a Escala Gen6mica: :tML1515 E. coli K-12

Para la simulacion metaboli-

d Data » Knowledge o e
4 9 ca in silico se utilizo el modelo
Biconsmion daia ML1515 a escala genémica iML1515 del
Physiological data - microorganismo F. coli cepa K-
Localization data 1,515 Genes 12 (substrain MG1655) obtenido
Genetic data D euNCaIe. del repositorio de fuente abier-
1,888 Domains .
Transcriptomics G ta BiGG Models. Esta represen-
2,719 Reactions

tacion contiene el conjunto de
genes caracteristicos y reaccio-
nes metabodlicas mas actualiza-
das al ano 2017, en donde la ma-

Fluxomics

1,192 Metabolites

Figura 3.1: Esquema de desarrollo y principales parametros

del modelo metabdlico iML1515 [52]. yorfa fueron descubiertas desde
la publicacion del ultimo modelo

1JO1366 en el 2011. Dichas mo-
dificaciones refieren a la informacion estructural para todas las proteinas involucradas a modo
de conocer sus dominios proteicos, el metabolismo de especies reactivas al oxigeno, vias de
reparaciéon de metabolitos y coeficientes de mantenimiento de crecimiento actualizados. Es
asi como, el modelo {ML1515 ha sido validado y personalizado para su uso en diferentes
condiciones de crecimiento y es la reconstruccién mas exhaustiva de E. coli a la fecha [52].

Particularmente, {ML1515 cuenta con 1,515 marcos abiertos de lectura, 1,516 genes, y
2,719 reacciones metabdlicas incluyendo 1,192 metabolitos tinicos. En ese sentido, la base
de conocimiento del modelo esta relacionada a 1,515 estructuras proteicas que proporcionan
un marco integrado que conecta sistemas y biologia estructural. De este modo, es que la
representacion permite el analisis de varios tipos de datos incluyendo transcriptomas, pro-
teomas y metabolomas, ademéas de predecir la esencialidad genética en 16 condiciones de
experimentacién in silico vs. datos experimentales con una precisién del 93.4 % [52].
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3.1.2. Red Transcripcional
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Figura 3.2: Modulos regulatorios funcionales de la red trans- munidad. De este modo, dicha

cripcional [56].

red esta compuesta por 147 fac-
tores de transcripcién que regu-

lan 1,538 unidades transcripcionales, y que codifican para 1,764 genes. Ademas, posee 3,797
interacciones transcripcionales de alta confianza recolectadas a partir de datos publicados de
ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina validada y RegulonDB. En ese sentido, la red
expresa 10 modulos regulatorios funcionales asociados a procesos biolégicos centrales como
se puede apreciar en la Figura 3.2.

3.2. Meétodos

3.2.1. Simulaciéon Metabdlica

3.2.1.1. Condiciones de Fermentacion Anaerobia
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Figura 3.3: Esquema resumen
del proceso de fermentacion
anaerobia en E. coli [82].

La representacion del proceso de fermentacién anae-
robia se implementa en el modelo metabdlico a tra-
vés de la configuracion de los wupper y lower bounds
del oxigeno (ver Anexo E para mas detalles). Es de-
cir, se fija el wvalor del limite superior de la reac-
cion EX O2 e igual a 0, mientras que el inferior
permanece en -1000 [mmol/(gDW - h)]. Esto implica
que el sistema no permite el ingreso de oxigeno pe-
ro si se puede producir por vias metabdlicas intracelula-
res.

Por otro lado, y de acuerdo al diagrama 3.3, la ausencia de
oxigeno genera la apertura del ciclo de Krebs dirigiendo los
recursos de carbono hacia la generacion de succinato. De este
modo, el sentido biolégico expresado partiria desde la obten-
ciéon de fosfoenolpiruvato, pasando por la formacién de los
compuestos de oxaloacetato, malato, fumarato y, finalmente,
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la produccion de succinato. Por lo tanto, dicha representa-

ciéon dentro del modelo se ve reflejada en el knock out de la

reaccion de citrato sintetasa (CS) incorporada manualmen-
te, cuyo curso, la formacion de citrato, corresponde al comportamiento opuesto esperado en
relacién a procesos de fermentacion anaerobios.

3.2.1.2. Medio de Cultivo

De acuerdo a la bibliografia experimental [21], el medio de cultivo utilizado para el creci-
miento de E. coli para procesos de electrosintesis corresponde al tradicional LB broth. Este,
se caracteriza por una composicion basada en triptona, extracto de levadura, NaCl y agua
destilada. Es asi como, su incorporacion dentro del modelo metabdlico hace uso de la formu-
laciéon desarrollada por Marinos, Kaleta y Waschina (2020) [83] (ver Tabla H.1 en el Anexo
H), considerando solo 54 compuestos existentes dentro de los metabolitos del modelo iJO1366
(ver Tabla 3.1), uno de los antecesores del modelo iML1515.

Tabla 3.1: Composicién medio LB considerado para el desarrollo experimen-
tal in silico

LB Broth
Compound BIGG Metabolite | Exchange Reaction
Sodium nal EX_ nal(e)
Chloride cl EX_cl(e)
Calcium ca2 EX_ca2(e)
Iron fe2 EX_fe2(e)
Iron fe3 EX_fe3(e)
Sulfate so4 EX_ so4(e)
Phosphate pi EX_ pi(e)
Magnesium mg2 EX_mg2(e)
Potassium k EX_k(e)
Alanine ala, L EX_ ala_ L(e)
Aspartic asp__ L EX asp  L(e)
Asparagine asn L EX_asn__ L(e)
Glutamic glu L EX_ glu  IL(e)
Glutamine gln L EX_gln_ I(e)
Glycine gly EX_gly(e)
Histidine his. L EX his  L(e)
Isoleucine ile L EX _ile  L(e)
Leucine leu L EX leu  L(e)
Lysine lys L EX_lys_ Le)
Methionine met L EX met_ IL(e)
Phenylalanine phe L EX_ phe L(e)




Proline pro L EX_pro_ L(e)
Serine ser L EX ser  I(e)
Threonine thr L EX_thr_ I(e)
Tryptophan trp. L EX_trp_ L(e)
Tyrosine tyr L EX_tyr__ Le)
Valine val L EX_ val  I(e)
Arginine arg_ L EX arg  L(e)
Cystine cys._ L EX_cys_ L(e)
Cadmium cd2 EX_ cd2(e)
Cobalt cobalt2 EX__cobalt2(e)
Cooper cu EX_cu(e)
Cooper cu2 EX_ cu2(e)
Manganese mn2 EX_mn2(e)
Nickel ni2 EX_ ni2(e)
Zinc zn2 EX zn2(e)
Adenine ade EX_ade(e)
Guanine gua EX_gua(e)
Cytosine csn X__csn(e)
Uracil ura EX_ura(e)
Ammonia nh4 EX nh4(e)
D-Mannose man EX_man(e)
(R)-Pantothenate pnto R EX_ pnto_ Rfe)
Biotin btn EX_btn(e)
L-Ascorbate ascb L EX_ ascb_ L(e)
Thiamin thm EX_thm(e)
Nicotinate nac EX_nac(e)
Pyridoxal pydx EX_ pydx(e)
Choline chol EX_ chol(e)
Oxygen 02 EX_02(e)
Water h2o0 EX h2o(e)
Protons h EX_h(e)
Molybdate mobd EX_mobd(e)
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En relacién a condiciones de electrosintesis, se introduce al electron como metabolito
dentro del medio de cultivo, cuya incorporacion a través de la reaccion EX electron_ e,
representa el input de electrones producto de la interaccién entre la bacteria y el electrodo. Su
flujo maximo de ingreso al sistema esta restringido segtin bibliografia experimental realizada
sobre G. sulfurreducens [19, 84, 85], cuya similitud entre su proceso de transferencia de
electrones y aquel expresado heterélogamente en F. coli permiten utilizar este valor como
un maximo teodrico. De este modo, dentro del modelo, la reaccion de exchange de electrones
esta acotada inferiormente por un valor de -30 [mmol/(gDW - h)] [84, 86], mientras que de




forma superior es igual a 0 ya que en procesos de electrosintesis microbiana no se involucra
la produccién de corriente.

3.2.1.3. Flujos Medio de Cultivo

Para calcular la magnitud de los flujos del medio de cultivo, asociados al medio LB, se
utiliza la funciéon minimal__medium del toolkit del software cobraPY. Para esto, de bibliografia
se obtiene la razén de crecimiento de E. coli bajo condiciones de fermentacion anaerobia, que
segiin Aditya Pandit y Radhakrishnan Mahadevan (2011) alcanza un valor méximo de 0.19
[mmol/(gDW - h)] [84]. Finalmente, tal combinacién de flujos determinada (ver Figura I.1 en
el Anexo I para conocer valores exactos) se ocupa en la simulacién para todos los modelos,
es decir, para el caso base y las tres formas de representar la transferencia de electrones
extracelular.

3.2.1.4. Fuente de Carbono

Se considera la evaluacion de dos tipos de fuente primordiales de carbono, glucosa y diéxido
de carbono, segin el tipo de ingesta: exclusiva de aztcar y una forma mixta que, ademas de
glucosa, permite la incorporacion de COs si el sistema lo requiere. Su implementacion dentro
del modelo atane la regulacion de los compuestos presentes en el objeto medium de tipo dict,
donde la alimentacion por glucosa esta fijada a 10.93 [mmol/(gDW - h)] [87] vy, la supresién
completa del ingreso de CO5 0 no, esta dada por la presencia de la restricciéon de nulidad
para con la reaccion tipo exchange del 6xido.

3.2.1.5. Sistema EET

Para la simulacion del proceso de electrofermentacion, es que al modelo metabdlico iML1515
se le anadieron reacciones de regeneracion de cofactores redox junto con la incorporacién del
electron al pool de metabolitos. De este modo, se establecid la representacion del fenémeno
de transferencia de electrones extracelular entre E. coli y un electrodo catddico a través de
las Ecuaciones 3.1, 3.2 y 3.3 [84, 86, 88].

€l <= € (3.1)
NADP} + 2e7y + Hs — NADPH,, (3.2)
NAD}, + 2ei; + Hiy — NADH (3.3)

Los limites cinéticos establecidos para estas reacciones fueron configurados de acuerdo
al sentido bioldgico dado por ensayos experimentales de electrosintesis microbiana. Por lo
tanto, para la reaccién de intercambio de electrones (Ecuacion 3.1) el limite inferior tendra
un valor igual a -30 [mmol e~ /(gDW - h)] que hace referencia al maximo input electrénico
obtenido por el microorganismo modelo G. sulfurreducens. En ese sentido, el limite superior
corresponderd a 0 [mmol e~ /(gDW - h)], pues la representacién esta enfocada en procesos
de electrosintesis y no de fermentacion no balanceada [84]. En relacién a las reacciones de
regeneracién (Ecuaciones 3.2 y 3.3), sus limites inferiores y superiores fueron establecidos a
un valor de 0 y 1000 [mmol/(gDW - h)] respectivamente, en concordancia con el concepto de

23



un input de electrones y que dichos recursos se orientan preferencialmente hacia la formacién
de moléculas redox.

3.2.1.6. Modelos

A partir del establecimiento de un sistema de ecuaciones simplificado que representa el
proceso de electrosintesis, y ya que no se posee conocimiento validado referente a la preferencia
por una u otra expresién cinética (Ecuaciones 3.2 y 3.3), es que se proponen tres modelos
metabdlicos considerando la transferencia de electrones como: inicamente por la regeneracion
de NADPH, tinicamente por la regeneracién de NADH e involucrando ambas ecuaciones.

Modelo :ML515 NADPH

€le] = €[

NADP}, + 2e; + Hjj — NADPH|,

Sistema EET {
[c] [c]

Modelo iML515__NADH

€] < €g

Sistema EET B

Modelo tML515 Dual

Cle) = €
Sistema EET NADP[JC“] + 26[;] + H[JCF] — NADPH
NAD[JZ] + 2 + H[JC“] — NADH,

3.2.1.7. Funciones Objetivo

La seleccién de las funciones objetivo se lleva acabo a través del comando model.objective,
mientras que su configuracion y algoritmo mediante la sentencia model.problem. Objective.
En esta ultima, se define la expresiéon matemaética, el sentido de la reaccién que se quiere
optimizar, y si se requerira una minimizacién o maximizaciéon. De este modo, para la funcién
de maximizacion de la biomasa se optimiza sobre la reacciéon ya preexistente del modelo
iML1515, BIOMASS FEc iML1515 core_7T5p37M. Mientras que, para las demas, segin la
sumatoria de los diferentes genes implicados en cada estadio metabdlico senalados en el
apartado 2.4.2, las reacciones involucradas son las siguientes:
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Min/Max Redox Potential

GAPD (b1779 BiGG ID), PDH (b0115/60114 BiGG ID), ME1 (b1479 BiGG ID),

AKGDH (b0726/b0727 BiGG ID), MDH (b3236 BiGG ID), NADTRHD (b3962 BiGG ID),
S S LDHp (b1380 BiGG ID), ACALD (b0351 BiGG ID), ALCD2x (b1478 BiGG ID),

ME?2 (b2463 BiGG ID), G6PDH2r (b1852 BiGG ID), GND(b2029 BiGG ID),

ICDHyr (b1136 BiGG ID) y THD2pp (b1602/b1603 BiGG ID)

Min/Max ATP Production

3 PGK (2926 BiGG ID), PY K (b1854 BiGG ID), SUCOAS (b0728/b0729 BiGG ID),
AT PS4rpp (b3734 BiGG ID) y ACKr (2296 BiGG ID)

3.2.1.8. Deletions y Knockouts

Los mecanismos de knockouts se realizan mediante la funcién model. genes.gene.knockout()
(o model.reactions.reaction.knockout() si se requiere eliminar una reaccién) proporcionada por
el software cobraPY, que permite generar knockouts acumulativos en el modelo al establecer
los limites superiores e inferiores de las reacciones involucradas iguales a cero. Cabe desta-
car, que para el knockout genético, la restriccion de flujo hacia las reacciones asociadas a
determinado gen también dependeran de las relaciones GPR (gene-protein reaction, por sus
siglas en inglés) con otros. Es decir, dado que las GPR interaccionan a través de operadores
Booleanos, puede darse el caso de que “apagar” un gen no imprima la nulidad de flujo en la
reaccion asociada pues el estamento presenta conectores bicondicionales.

Las simulaciones consideran ambos casos de ingesta de carbono (glucosa y CO,), medio
de cultivo LB descrito anteriormente, modelos {ML1515 NADPH e :ML1515 Dual dado su
efectividad en la incorporacién de electrones en las simulaciones de secrecién, y un set de
genes candidatos a knockout implicados en la vias de disimilacién de piruvato como lo son
pflA (b0902 gene BiGG ID),1dhA (b1380 gene BiGG ID) y frdBC (b4152 y b4153 gene BiGG
ID) que han sido reportados debido a su incremento en la produccién de etanol [87, 89, 90].
La evaluacién se realiza mediante la implementacion, en primer lugar, particular del knockout
de los genes pflA y 1dhA, para luego considerar su efecto de a pares; es decir, pflA y ldhA en
un solo modelo, y frdBC en otro. De este modo, se busca disminuir el sesgo en los resultados
dado por la redundancia genética. Para una revisién mas detallada de los resultados de los
knockouts y su cddigo revisar los Anexos C y G respectivamente.
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Capitulo 4

Resultados

4.1. Simulacion Red Metabdlica

4.1.1. Validacion del modelo tML1515

BASE CASE GLUCOSE 10

B Biomass Formae Acetate Ethanol M Succinate

i
I
10.39

FLUX [MMOL J {GDW * H)]

: : .

BIOMASS
OBIECTIVE FUNCTION

Figura 4.1: Perfil in silico de secrecion de productos de E. coli,
modelo {ML1515 bajo un proceso de fermentacion anaerobia con

uptake maximo de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa.

La validacién del modelo
tML1515 se realiza median-
te la simulacién bajo condi-
ciones de fermentacion an-
aerobia, lo que correspon-
de al caso base, tanto pa-
ra una alimentacion exclusi-
va por glucosa como aquella
permisiva para el didéxido de
carbono. Los resultados se
aprecian en la Figura 4.1,
no obstante resultan idén-
ticos para ambas condicio-
nes (ver Anexo A para mas
detalle por condicién). Es-
tos, obtienen como princi-
pales productos de fermen-

tacion perfiles de secreciéon tipicos descritos segtin bibliografia; es decir, se obtiene mayori-
tariamente formato, acetato y etanol en similares proporciones, y succinato. En ese sentido,
también se evaliian las rutas metabdlicas de obtencion de tales productos, y de acuerdo al
diagrama de la simulacién presentado en la Figura 4.2, la direccion de los flujos coincide con
lo experimental al producir formato a partir de piruvato, acetato y etanol a partir de acetil-
Coa, y generar succinato mediante la apertura del ciclo de Krebs teniendo como predecesores

fumarato, malato y oxalacetato.
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Figura 4.2: Diagrama Escher de secrecion de productos de E. coli, modelo
caso base {ML1515, bajo un proceso de fermentacion anaerobia con uptake
méximo de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa.

4.1.2.

En relacion a las simulacio-
nes del proceso de electrosintesis,
los modelos {ML1515 NADPH y
tML1515_Dual, son los tnicos
que adquieren recursos del sistema
de transferencia de electrones ex-
tracelular implementado para am-
bas condiciones de ingesta de car-
bono. Es asi como, para el mode-
lo solo con la reacciéon de regene-
racion de NADPH, se obtiene un
perfil de secrecién como se mues-
tra en la Figura 4.3, desplazado
hacia la formacién de etanol con
un incremento del 75% con res-
pecto al caso base e independiente
de la configuracion en la alimenta-
cién. Ademads, como se aprecia en

Perfiles de Secreciéon

NADPH GLUCOSE 10

mBiomass mFormae Acetate Ethanol mSuccinate mPyruwvae mCO2

[
m

"
m

-
=
12.45

a

r

5]

- I -

BIOMASS

OBJECTIVE FUNCTION

FLUK[MMOL / (GDW * H))
m

(SIS
0.19

Figura 4.3: Perfil in silico de secrecién de productos
de E. coli, modelo iML1515 NADPH, bajo un proceso
de electrosintesis anaerobia con uptakes maximos de 10
[mmol/(gDW - h)] de glucosa y 30 [mmol/(gDW - h)] de
electrones.

la Tabla 4.1, se genera mas formato, mientras que, al mismo tiempo, disminuye la secrecion de
acetato y succinato. Por ultimo, cabe destacar que se presenta una acumulacién de piruvato
junto con la generacion del diéxido de carbono como subproducto de la fermentacion.

27



Tabla 4.1: Aumento del rendimiento de productos secretados del modelo
tML1515__NADPH con respecto al caso base e independiente de la configu-
racion de ingesta de carbono.

tML1515 NADPH Yield Increase

Secreted Products

Objective Function: Biomass

Increased Percentage [ %]

Biomass 0.00
Formate 48.10
Acetate -69.40
Ethanol 74.80
Succinate -96.10

DUAL GLUCOSE 10 AND

mBiomass mFormae Acetate m Ethano

FLUX[MMOL / (GDW * H)]

coz2

m Succinate

BIOMASS
OBJECTIVE FUNCTION

Figura 4.4: Perfil in silico de secrecién de productos
de E. coli, modelo {ML1515_Dual, bajo un proceso de

En relacion al modelo que consi-
dera ambas reacciones de regenera-
cién de cofactores, cuando su fuente
de carbono es exclusivamente gluco-
sa, se comporta de igual manera que
el modelo tML1515 NADPH en la
misma condicién (Figura A.4). No
obstante, cuando su ingesta de car-
bono ademas de glucosa permite la
incorporacion de CO,, como se ob-
serva en la Figura 4.4, se ve incre-
mentada la formacion de formato,
acetato y succinato referente al caso

electrosintesis anaerobia con uptekes mdaximos de 10 base como muestra la Tabla 4.2. Es-
[mmol/(gDW - h)] de glucosa, 30 [mmol/(gDW - h)] to ocurre principalmente por el in-

de electrones y COs libre.

greso del CO, y su acoplamiento a
través de la reacciéon mediada por la

enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PPC, por sus siglas en ingles) que genera moléculas de
oxalacetato, intermediario primario para la formaciéon de succinato en condiciones anaerébi-

cas.

Tabla 4.2: Aumento del rendimiento de productos secretados del modelo
tML1515_Dual con respecto al caso base y una alimentacion permisiva de
COg, refrente a la ingesta de carbono.

tML1515_Dual Yield (glucose 10 & CO,) Increase

Secreted Products

Objective Function: Biomass

Increased Percentage

Biomass -0.50
Formate 20.90
Acetate 27.30
Ethanol -71.90
Succinate 52.00
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4.1.3. Input de Electrones

Como se menciono en el apar-
tado anterior, los tnicos mode-
los que incorporan la introduccion
de electrones en la simulacion del
sistema son ¢ML1515 NADPH
y ¢ML1515_ Dual. El primero
considera un uptake de 9.68
[mmol/(gDW - h)] de electrones
determinado por la simulacién, lo
que se traduce en la disposicion de
un flujo de 4.84 [mmol/(gDW -h)]
de NADPHT™ extra al sistema. La
distribuciéon de este recurso redox
dentro de la célula se esquema-
tiza en la Figura 4.5, en donde
la mayoria del flujo se utiliza en
la formacion de S-propano-1,2-diol
a través de la reaccion LCARSyi
por medio de la enzima lactaldehi-
do reductasa. Las fracciones rema-

NADPH Consuming Reactions

w» GLUDy: Glutamate
dehydrogenase (NADP)

= KARAL: Ketol-acid
reductoisomerase (2,3-
dihydroxy-3-methylbutanoate)

= KARA2: Ketol-acid
reductoisomerase (2-
Acetolactate)

LCARSyi: Lacaldehyde
reductase (S-propane-1,2-diol
forming)

Figura 4.5: Distribucién de recursos redox a partir del
input de electrones, modelo {ML1515__NADPH, bajo un
proceso de electrosintesis anaerobia con uptakes maximos
de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa, 30 [mmol/(gDW - h)]
de electrones y COq libre.

nentes del cofactor son utilizadas por enzimas glutamato deshidrogenasa y reductoisomerasas
cetoldcidas para la generacion de glutamato, (R)-2,3-dihidroxi-3-metilbutanoato y (R)-2,3-

dihidroxi-3-metilpentanoato.

NADPH Consuming Reactions

Figura 4.6: Distribucién de recursos redox a partir del
input de electrones, modelo {ML1515_Dual, bajo un pro-
ceso de electrosintesis anaerobia con uptakes maximos de
10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa, 30 [mmol/(gDW -h)| de

electrones y COq libre.

= GLUDy: Glutamate
dehydrogenase (NADP)

= 30AR140: 3-oxoacyl-[acyl-
carrier-protein] reductase (n-
C14:0)

= G3PD2: Glycerol-3-phosphate
dehydrogenase (NADP)

KARAL: Ketol-acid
reductoisomerase (2,3-
dihydroxy-3-methylbutanoate)

= KARAZ: Ketol-acid
reductoisomerase (2-
Acetolactate)
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Por otro lado, el segundo mo-
delo bajo la ingesta de gluco-
sa vy COsy presenta un upta-
ke de 1.631 [mmol/(gDW - h)]
de electrones, cuya incorpora-
cién también se realiza median-
te la generacion de la molécu-
la redox NADPH" en el sis-
tema. Su distribucion se apre-
cia en la Figura 4.6, donde ca-
si la totalidad del recurso se
destina hacia la produccion de
glutamato, la segunda mayoria
hacia la formaciéon de (R)-2,3-
dihidroxi-3-metilbutanoato y, las
fracciones residuales, hacia la pro-
ducciéon  de (R)-2,3-dihidroxi-3-
metilpentanoato, glicerol 3-fosfato
y (R)-3-hidroxitetradecanoil.



4.1.4.

La formacién de ATP, transver-
sal a todos los modelos y condicio-
nes de ingesta de carbono, alcanza
un valor de & 30 [mmol/(gDW -h)]
dado que para todos los casos se es-
tablecié una generacién maxima de
biomasa de 0.19 [mmol/(gDW - h)].
Como muestra la Figura 4.7, su
produccion se genera a partir prin-
cipalmente de las reacciones de for-
macion de piruvato (PYK) y 3-
fosfo-D-glicerato (PGK) dentro del
proceso de glicolisis, y de la forma-
cién de acetato (ACKr). Por otro
lado, como se aprecia en la Figura
B.8.b, la molécula es consumida en
un 43.84 % por la reaccién de for-
macién de biomasa tendencia man-
tenida para todos los casos, y su

Produccién de ATP

ATP Producing Reactions

» PYK: Pyruvate kinase
= PGK: Phosphoglycerate kinase

= ACKr: Acetate kinase

Figura 4.7: Produccién de recursos energéticos a partir
del input de electrones, modelo {ML1515_ Dual, bajo un
proceso de electrosintesis anaerobia con uptakes maximos
de 10 [mmol/(gDW -h)] de glucosa, 30 [mmol/(gDW -h)]
de electrones y COq libre.

remanente, distribuido y variable segiin condicién entre las reacciones de mantenimiento de
ATP (ATPM), ATP sintetasa (ATPS4rpp), fosfofructoquinasa (PFK) y fosfofructoquinasa
s7p (PFK_3) (ver Anexo B para mas detalle).

MAX ATP PRODUCTION GLUCOSE 10

AND CO2

W Electron mATP

—
1=} =] m 9
(=] =] [=T =1

FLUX [MMOL / (GDW * H]]
o
o

=]

62.38
30

BASE CASE IML1515_NADH IML1515_NADPH IML1515_DUAL

MODEL

Figura 4.8: Evaluacién de la funcién objetivo Max ATP Pro-
duction, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia con
uptakes maximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa, 30

[mmol/(gDW - h)] de electrones y COq libre.

La evaluacion de la funcién
objetivo Max ATP Production,
como se muestra en la Figura
4.8, senala un incremento maxi-
mo en la produccién de ATP de
hasta un 12 % para modelos que
incorporan el consumo de elec-
trones con respecto al caso base.
Esto, puede deberse ya que du-
rante los procesos de bioelectro-
sintesis, electrones son transferi-
dos dentro de la célula y, por en-
de, a modo de mantener la neu-
tralidad de carga, su adicién de-
be ir acompanada por la trans-
ferencia de protones dentro del
citoplasma. En ese sentido, la

ATP sintetasa corresponde al mecanismo utilizado por la célula para enfrentar cambios en el
gradiente de HT, donde por cada cuatro moles de protones transferidos al citoplasma tam-
bién se genera un mol de ATP. Por lo que, la incorporacién de electrones al sistema biologico
puede incrementar de manera directa la produccion de ATP mediante la inversién de la ATP

sintetasa del consumo de ATP a la generacion de ATP [84].
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4.1.5. Estrategia de Optimizacion de Etanol: pflA, IdhA y frdBC

Los knockouts particulares y a

ouT

Acetate mEthanol wmSuccinate wmPyruvae mC02

pares de los genes pflA v IdhA, DUAL GLUCOSE 10 / FRDBC KNOCK-
relacionados con las reacciones

piruvato formiato liasa (PFL) uBomass m Formate

y 2-oxobutanoato formiato liasa 15

(OBTFL), y D-lactato deshidro-
genasa (LDH_ D) respectivamen-
te, no mostraron cambios en los
perfiles de secrecion tanto para el
modelo iML1515 NADPH como
para el :ML1515_Dual bajo cual-
quier régimen de ingesta de car-
bono. Esto, podria deberse pues
las simulaciones base ya mostra-
ban producciéon nula de lactato

13

8

0.19

FLUX [MMOL / (GDW * H)]

.00

BIOMASS

OBJECTIVE FUNCTION

Figura 4.9: Perfil in silico de secrecién de productos de E.
coli con knockout del gen frdBC, modelo iML1515_ Dual,
bajo un proceso de electrosintesis anaerobia con wupta-

como se aprecia en la Figuré? 4.3, kes méaximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa, 30
y ya que la GPR de las reacciones [mmol/(gDW - h)] de electrones y COq libre.

PFL y OBTFL no dependen ex-
clusivamente del gen pflA, como

se muestra en las Figurs D.1 y D.2, que explaya una gran interaccion de vectores Booleanos

y variados genes.

YIELD DUAL GLUCOSE 10 / FRDBC
KNOCK-OUT

Formae Acetate M Ethanol M Succinate

20 BIOMASS l

OBIJECTIVE FUNCTION

PERCENTAGE

Figura 4.10: Rendimiento con respecto al caso base del
knockout del gen frdBC, modelo {ML1515_Dual, bajo un
proceso de electrosintesis anaerobia con uptakes maximos
de 10 [mmol /(gDW - h)] de glucosa y 30 [mmol/(gDW - h)]

de electrones.

31

En relacion al gen frdBC,
sus resultados se muestran en
la Figura 4.9 para el mode-
lo ¢{ML1515 Dual bajo inges-
ta de glucosa y COy, en don-
de su eliminacién impide la ac-
cién de la fumarato reductasa vy,
por ende, la generaciéon de suc-
cinato a partir de fumarato y
los cofactores menaquinol 8 y 2-
demetilmenaquinol 8. Como con-
secuencia, no se justifica el con-
sumo de diéxido de carbono vy,
por lo tanto, el perfil de secre-
ciéon coincide con el del mode-
lo iML1515 NADPH sin obtener
mayores incrementos en la forma-
cion de etanol como se muestra
en la Figura 4.10.



Capitulo 5
Discusion

A pesar de que los cofactores redox NAD+/NADH y su forma fosforilada NADP+/NADPH
son las moléculas mas relevantes para la formacién de productos de alta valor agregado me-
diante distintas plataformas celulares, su gran nivel de interiorizacion, distribucion sobre toda
la red metabdlica y, en consecuencia, complejidad dentro del metabolismo celular, vuelven
su regulacion y optimizacién un desafio tremendo sobretodo para herramientas y estrategias
moleculares y de representacion in silico. Para estas tltimas, la dificultad se refleja en los
reportes de la base de datos The Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) en
donde el nimero de reacciones dependientes de NADH y NADPH alcanzan un valor de 983
y 1051 respectivamente, siendo en su mayoria reacciones de tipo redox. Del mismo modo,
en el modelo metabdlico de E. coli a escala genémica méas actual y utilizado en el desarro-
llo de esta memoria {ML1515, se listan 127 y 113 reacciones acopladas a NAD+/NADH y
NADP+/NADPH correspondientemente. En ese sentido, y de acuerdo a los resultados obte-
nidos de la simulaciéon metabdlica in silico, que si bien logran representar de forma macro y
acotada el proceso de electrofermentacion en E. coli, se vislumbra la necesidad de establecer
nuevos enfoques de optimizacion a partir del conocimiento de regulacion transcripcional pro-
porcionado por los resultados del modelo desarrollado por Xin Fang et al. y nuevas tecnologias
en desarrollo mas alla de la disponibilidad de un input de poder reductor bruto.

5.1. Transhidrogenasas y NADPH

Las transhidrogenasas como un método para corregir la desproporcion en la tasa del po-
der reductor del cofactor NADPH. Ambas isoformas presentes en E. coli, PntAB y UdhA, se
relacionan en procedimientos fisiologicos diferentes pudiendo regular el metabolismo redox
desde una via biosintética o a través de la respiracion celular respectivamente. No obstante,
por medio de analisis de expresion de mRNA, ninguna es influenciada directamente por la
demanda ya sea de la concentracion de cofactores o por el estado redox global de la célula.
Mas bien, las actividades del promotor transhidrogenasa se ven afectadas o por la disponibili-
dad de aminoacidos detectados via los factores de transcripcion Lrp y ArgP, o por los niveles
intracelulares de cAMP. En ese sentido, ArgP activa la transcripciéon de pntAB, mientras
que Lrp regula de forma inversa ambas enzimas, activando la transcripciéon de pntAB y re-
primiendo la de udhA. Con respecto a cAMP, su deteccion se realiza de forma alostérica por
el factor CRP, para luego reprimir la transcripciéon de pntAB a bajas tasas de crecimiento
cuando menos NADPH es requerido para biosintesis [91].
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De forma especifica, la regulacion mediante aminoacidos involucra la concentracion de
aquellos tales como histidina, metionina, lisina y leucina. En relacion a la adicién de leucina,
reduce la actividad del promotor de pntAB pero también incrementa la de udhA a través de
la disminucion de la actividad del factor de transcripcion Lrp. Mientras que, La incorporacion
de lisina también reduce la transcripcion de pntAB debido posiblemente a la reduccién en la
actividad del factor ArgP. En cuanto a la metionina, activa la transcripcion de udhA y, por
otro lado, la histidina reprime la actividad de la enzima pntAB [91].

5.2. Electrogenética

A partir de ensayos experimentales en S. oneidensis se ha podido identificar una expre-
sion genética diferencial dependiendo del potencial aplicado en sistemas bioelectroquimicos
(BESs, por sus siglas en inglés). Este comportamiento y nueva arista de investigacion de-
nominada electrogenética, evidenciada particularmente para vias catabodlicas, se relaciona
intrinsecamente con la regulacion del factor de transcripcién global ArcA. Es decir, en pre-
sencia de un electrodo de bajo potencial, ArcS parte homologa de ArcB en E. coli de S.
oneidensis, es reducida mediante quinonas reductoras activando su funcionalidad kinasa. Por
consiguiente, se desencadena la fosforilacién de la parte efectora ArcA y su unién a regiones
promotoras de genes bajo control transcripcional. De forma contraria, al tratarse con un
electrodo de alto potencial, ArcS es oxidada a través de quinonas oxidantes que desatan la
liberacién de factores ArcA desfosforilados de las regiones promotoras. En ese sentido y dado
la compatibilidad estructural genética como transcripcional entre S. oneidensis y E. coli, la
suposiciéon de un comportamiento similar por parte de esta ultima sumado a estrategias de
regulacion, podrian usarse en combinacién con procesos de electrofermentacion para el desa-
rrollo de procedimientos de bioproducion eficientes. En otras palabras, regular la expresion
de vias de produccién exdgenas por medio de la variacion del potencial de los electrodos para
asi sincronizar los niveles de expresién génica y fuentes energéticas [92].

5.2.1. Sobreexpresion del regulador ArcA

Del apartado anterior y dado la ventaja del proceso fermentativo por sobre el respira-
torio, es decir, de la capacidad de prescindir de la maquinaria proteica necesaria para la
generacion de un flujo de ATP éptimo para un rapido crecimiento, sumado a la posibilidad
de incorporar un input electréonico exégeno mediante el proceso de electrofermentacion y la
regulacion por medio de la electrogenética, es que la estrategia de sobreexpresion del regu-
lador ArcA se vislumbra prometedora en relacion a que, incluso en condiciones aerdbicas,
permite dirigir el metabolismo energético hacia una dependencia mayoritariamente fermen-
tativa. De esta manera, ensayos experimentales con F. coli modificadas a un nivel intermedio
de sobreexpresion del regulador, han mostrado incrementos en las tasas de crecimiento para
todas las fuentes de carbono consultadas. Siendo aquellas, denominadas de procesamiento
lento como la fructosa y la manosa, cuya incorporacion en el metabolismo celular se realiza
casi exclusivamente por vias respiratorias, las que exhiben una mejora sustancial en cuanto
a la rapidez con respecto al crecimiento. Del mismo modo, se aprecia una mayor excrecion
de productos fermentados, particularmente de acetato, ausente en fermentaciones de cepas
wildtype, junto con un incremento en la tasa de consumo de carbono. Por tanto, se visualiza
que la sobreexpresion del regulador actiia con mayor fuerza sobre la inactivacion de genes
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relacionados con el ciclo TCA que aquellos derivados del de glioxilato. No obstante, se sefialan
también la represion de proteinas no esenciales fuera del metabolismo respiratorio, como po-
sible contribuyente al efecto de crecimiento mejorado bajo condiciones de sobreexpresion [91].

La construccién de la cepa de sobreexpresion de ArcA, incluyendo la region 5-UTR, se
realiza a través de la amplificacion, a partir de DNA genémico proveniente de la cepa E.
coli NCM37722, por medio de los primers Ptet-ArcA-Xhol-F y ArcA-BamHI-R. Tanto la
secuencia promotora Ptet como el sitio de escision Xhol se incluyen dentro del forward pri-
mer Ptet-ArcA-Xhol-F. De la misma forma, el sitio de escision BamHI también se incluye
dentro del reverse primer ArcA-BamHI-R. De este modo, el fragmento de DNA resultante
se utiliza como reemplazante del Ptet-gfp en el plasmido pZA31-¢fp obteniendo la variante
pZA31 Ptet-ArcA [91].

5.3. Cofactores redox no canénicos y circuitos ortogo-
nales

En base a la complejidad del uso de cofactores redox como NAD+/NADH y NADP+/NADPH
debido al nivel de conexiones y grados de regulacién celular, la generacién eficaz de vias or-
togonales especificas y el uso de cofactores no canénicos podria permitir el establecimiento
de nuevos mecanismos de transferencia de electrones junto con un mayor control regulatorio
en relaciéon al curso del flujo electrénico y, por ende, grandes upgrades asociados con la for-
macién de productos de alto valor agregado por medio de bioprocesos. De esta manera, en
un verdadero y eficiente circuito ortogonal sus reacciones no deben estar acopladas a masivos
cofactores redox como lo son las moléculas NAD+/NADH, NADP+/NADPH, flavinas, nico-
tinamidas y dezaflavinas, ademéas de que la interaccién del cofactor no canénico (NRC, por
sus siglas en inglés) debe estar aislada tanto como se pueda de otras actividades metabdlicas.
Sumado a lo anterior, el desarrollo molecular del cofactor debe permitir su uso biomimético
en las reacciones enzimaticas involucradas junto con prerrequisitos con respecto al potencial
redox, especificidad, ubicacion de accién y regulacion antes de su aplicacion in vivo [93-95].

Dentro de los primeros cofactores redox no candnicos identificado eficaz en aplicaciones
MFC se encuentra la molécula nicotinamida citosina dinucleétido (NCD, por sus siglas en
inglés) utilizada en la produccién de malato en E. coli a través del uso del fosfito/fosfa-
to como donante de electrones. En ese sentido, la fosfito deshidrogenasa dependiente de
NAD+/NADH junto a la enzima mélica fueron modificadas de tal manera de aceptar las
moléculas de NCD+/NCDH como cofactor redox. De este modo, su incorporaciéon al me-
dio de cultivo, junto con su bajo potencial y alta tasa inicial [fosfito]/[fosfato] revirtieron la
reaccion catalizada por la enzima mélica convirtiendo piruvato y COs en malato [93]. Por
otro lado, investigaciones relacionadas con este cofactor no canénico han podido crear una
NCD sintetasa (NedS, por sus siglas en inglés) mediante la reprogramacién de los sitios de
unién de sustrato de la mononucledtido de acido nicotinico adenililtransfersa (NaMN, por
sus siglas en inglés) a favor de la trifosfato de citidina y mononucleétido de nicotinamida por
sobre sus sustratos regulares ATP y NaMN respectivamente. Asi, la produccién intracelular
ha sido validad en FE. coli, ademas de la autosuficiencia del cofactor no natural por medio
dela implementacion de un circuito metabdlico vinculado a NCD para convertir L-malato en

34



D-lactato [94, 96].

Otro cofactor redox no canénico corresponde a la molécula mononucleétido de nicotina-
mida (NMN+/NMNH, por sus siglas en inglés) utilizada primeramente en la conversiéon de
cetoisoforona, agregada al medio de cultivo como agente oxidante, cuya reduccién culmina
en la obtenciéon de levodiona. De esta manera, el circuito ortogonal se basaria en la mejora de
la disponibilidad del cofactor a través de la incorporacion de la nicotinamida como nutriente,
por medio de la sobreexpresién de genes involucrados en la biosintesis de NMN (nadE and
nadV) y mediante la eliminacién genes implicados en el metabolismo de NMN (nadR and
pnnC). Sumado a esto, la introduccién y aceptacion del cofactor NMN+/NMNH se realiz6
gracias a la modificacién de las enzimas glucosa deshidrogenasa (GDH) y ene reductasa (Xe-
nA) encargadas de la transferencia de electrones del circuito. Finalmente, el direccionamiento
del flujo metabdlico hacia el circuito ortogonal se llevo acabo por intermedio de knock-outs de
las enzimas clave de las vias Embden-Meyerhoff-Parnas (pgi) y pentosa fosfato (zwf and gnd).
Por ende, solo cepas portadoras de las dos enzimas modificadas fueron capaces de crecer ba-
jo regimenes exclusivos de glucosa, lo que indica el establecimiento exitoso del circuito [93, 97].

A partir de la evidencia del uso de cofactores no convencionales y circuitos ortogonales
en el diseno y desarrollo de bioprocesos [98], nuevos enfoques referente a su aplicacién en el
campo de la electrofermentacion pueden ser considerados. En ese marco, el procedimiento
de implementaciéon del sistema EET a partir de genes exdgenos de S. oneidensis en FE. coli
posee gran compatibilidad y semejanza con la elaboracién de circuitos metabdlicos ortogona-
les. Tal como se explayd en parrafos anteriores, se necesitan de cofactores redox especificos y
minimos en cuanto a la distribucion metabolica, moléculas similares ya incorporadas por el
proceso de electrofermentacion en la interaccion del electrodo mediante shuttles como NR y .
De esta manera, solo faltaria acoplar cofactores redox intracelulares, como NCD+/NCDH o
NMN+/NMNH si fuese necesario, y realizar modificaciones a los sitios activos de las enzimas
involucradas (CymA y MtrABC) de acuerdo al producto optimizado. Por lo tanto, considerar
este punto de vista, es decir, la aplicacion de cofactores no candnicos a procesos de electro-
fermentacion permitiria, ademés de dotar de un sistema EET y potencial exoelectrogénico a
un microorganismo carente de estas, establecer un firme control sobre el flujo de electrones
y, en consecuencia, la posibilidad de alcanzar rendimientos tedricos maximos.
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Capitulo 6

Conclusiones

De forma general, los resultados mostraron potencial en cuanto a la incorporacién de poder
reductor mediante el uso de electrodos y que efectivamente se podria aumentar la produccién
de compuestos fermentados como lo fue en el caso de etanol. De esta manera, la simulacién
se baso en el supuesto de trabajar con cepas modificadas de F. coli capaces de interactuar
con los electrodos a través de la incorporacion de un sistema de transferencia de electrones
extracelular a partir de genes del microorganismo S. oneidensis. Asi, el ingreso energético
fue propuesto exclusivamente a través de los pares de cofactores redox NAD+/NADH y
NADP+/NADPH. En ese sentido, de los 3 modelos metabdlicos desarrollados, cuya princi-
pal diferencia radicé en la forma de incorporar el ingreso de electrones ya sea exclusivamente
por NAD+/NADH, NADP+/NADPH o ambos, solo :ML1515 NADPH y :ML1515 Dual
hicieron uso de los recursos dispuestos por la ETT y, por ende, obtuvieron resultados acorde
con la evidencia experimental revisada como se detalla en el punto 4.1.2 de los resultados.
Ahora bien, en cuanto a los regimenes alimentarios, la fijacion de CO, fue indiferente en la
mayoria de los casos a excepcion del modelo dual donde se vio incrementada la formacion de
formato, acetato y succinato dado el acoplamiento por medio de la enzima PPC encargada de
generar moléculas de oxalacetato. Finalmente, con respecto a la estrategia de optimizacion
de produccién de etanol simulada a partir del knockout de los genes candidatos identificados
por [87, 89, 90], solo aquella referente del gen frdBC muestra un incremento del 2.7 %, y se
atribuye la falla de las demés principalmente porque se identifican brechas tecnolégicas y de
simulacion del software cobrapy en cuanto a las interacciones GPR y dado que los modelos
metabolicos no consideran niveles de expresion génica.

Del analisis de las metodologias transcripcionales a partir del modelo propuesto por Xin
Fang et al. y la bibliografia revisada, se reconocen los factores de transcripcién globales ArcA,
CRP, Lrp y ArgP como posibles targets en cuanto a la regulacion del proceso de fermentacion.
De esta manera, se identifica el control de las transhidrogenasas dependientes de NADPH
(PntAB y UdhA) como un posible método enfocado a la correcciéon en la desproporcion del
poder reductor del cofactor redox NADP+/NADPH. Es asi como, de forma indirecta, pue-
den ser reguladas mediante la deteccion de los aminoédcidos de histidina, metionina, lisina y
leucina por parte de los factores globales ArgP y Lrp, o por los niveles de cAMP intracelular
a través del regulador CRP, ambas mediante su influencia en la zona promotora. Por ende, la
utilizacion de medios enriquecidos con estas moléculas podria generar una mayor activacion
enzimatica dirigida hacia el traspaso de poder reductor desde la via biosintética a la fermenta-
tiva. Por otro lado, dado la evidencia experimental de una expresion diferencial dependiente
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del potencial aplicado en sistemas BESs basado en la regulacion del factor global ArcA en S.
oneidensis, es que la estrategia de sobreexpresion en E. coli del regulador se vislumbra pro-
metedora en relacién a que, incluso en condiciones aerdbicas, permite dirigir el metabolismo
energético hacia una dependencia mayoritariamente fermentativa. De este modo, a partir de
la compatibilidad entre los microorganismos, es que la electrogenética podria utilizarse en
conjunto con la sobreexpresion del gen en procesos de electrofermentacién. Finalmente, cabe
destacar que el control del proceso de fermentacion a través de la regulacion transcripcional
de factores globales sigue siendo un desafio debido a su alcance a nivel metabélico y, por ende,
analisis de enriquecimiento utilizando redes transcripcionales mas acotadas e identificando
genes particulares de mayor influencia en las diferentes vias metabdlicas se entreve necesario.

A partir de los resultados y el enfoque de la discusién propuesta sobre la dificultad del
control de flujo de electrones por medio de cofactores convencionales, es que se menciona
el uso de cofactores no candnicos y circuitos ortogonales como otra arista a las estrategias
de optimizacion mediante la regulacién transcripcional. En ese sentido, de las ventajas del
desarrollo de circuitos y cofactores aislados y altamente especificos evidenciados en bioproce-
sos, el mecanismo de electrofermentacion en F. coli atisba alta compatibilidad en relacién a
que el establecimiento de una apropiada ETT depende del uso de moléculas shuttles y genes
exogenos. De esta manera, aprovechando el conocimiento de los cofactores no convencionales
ya desarrollados, NCD+/NCDH y NMN+/NMNH, se podria evaluar su potencial y/o mo-
dificaciones para llegar actuar como molécula shuttle. Del mismo modo, variaciones en los
dominios activos del sistema ETT exportado de S. oneidensis conformado por los citocro-
mos CymA y MtrABC, permitiria dotar de especificidad al circuito e idealmente alcanzar
rendimientos tedricos maximos debido al control sobre el input del poder reductor.
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Anexo A

Resultados: perfiles de secrecién de
simulaciones in silico

A.1. Electrosintesis con glucosa

A.1.1. Caso Base

BASE CASE GLUCOSE 10

B Biomass MFormae Acetate Ethanol MSuccinate

=
I 4
10 1

FLUX [MMOL / (GDW * H]]

BIOMASS

OBIECTIVE FUNCTION

Figura A.1: Perfil in silico de secrecion de productos de E. coli, modelo
iML1515, bajo un proceso de fermentaciéon anaerobia con uptake maximo
de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa.
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A.1.2.

A.1.3.

Modelo iML1515 NADPH
NADPH GLUCOSE 10
mBiomass mFormae g Acetate Ethanol mSuccinate mPyruvae pgCo2
18 R
— 16 - 0
. 14 n
E 12
2 10
o 8 b
s 6
T 2 — ™ ™
; = ] = .
BIOMASS
OBJECTIVE FUNCTION
Figura A.2: Perfil in silico de secrecion de productos de E. coli, modelo
tML1515_NADPH, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia con uptakes
maximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa y 30 [mmol/(gDW - h)] de
electrones.
Modelo :ML1515 NADH
NADH GLUCOSE 10
m Biomass = Formae Acetate mEthanol mSuccinate
18
— 16
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w 2 ;
] —

BIOMASS
OBIECTIVE FUNCTION

Figura A.3: Perfil in silico de secrecion de productos de E. coli, modelo
tML1515_NADH, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia con uptakes
maximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa y 30 [mmol/(gDW - h)] de

electrones.
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A.1.4. Modelo :iML1515 Dual

DUAL GLUCOSE 10

EBiomass ®Formae Acetate M Ethanol B Succinate

18
— 16
T 14
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= i
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w2 —

0
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Figura A.4: Perfil in silico de secrecién de productos de E. coli, modelo
iML1515_Dual, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia con uptakes
méximos de 10 [mmol/(gDW - h)| de glucosa y 30 [mmol/(gDW - h)] de
electrones.

A.2. Electrosintesis con glucosa y CO, libre

A.2.1. Caso Base

BASE CASE GLUCOSE 10 AND CO2
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Figura A.5: Perfil in silico de secrecién de productos de E. coli, modelo
tML1515, bajo un proceso de fermentacion anaerobia con uptakes maximos
de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa y COq libre.
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A.2.2.

A.2.3.

Modelo iML1515 NADPH

NADPH GLUCOSE 10 AND CO2

mBiomass mFormae mAcetate mEthanol mSuccinate mPyruvate mCO2
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Figura A.6: Perfil in silico de secreciéon de productos de E. coli, modelo
tML1515_NADPH, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia con uptakes
méximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa, 30 [mmol/(¢gDW - h)] de
electrones y COs libre.

Modelo tML1515__NADH

NADH GLUCOSE 10 AND CO2
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Figura A.7: Perfil in silico de secrecién de productos de E. coli, modelo
tML1515_NADH, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia con uptakes
maximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa, 30 [mmol/(gDW - h)] de
electrones y COs libre.
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A.2.4. Modelo :iML1515 Dual

DUAL GLUCOSE 10 AND CO2
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Figura A.8: Perfil in silico de secrecién de productos de E. coli, modelo
tML1515_ Dual, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia con uptakes

méaximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa, 30 [mmol/(gDW - h)] de
electrones y COs libre.
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Anexo B

Resultados: consumo de ATP de
simulaciones in stlico

B.1. Electrosintesis con glucosa

B.1.1. Caso Base

ATP Producing Reactions ATP Consuming Reactions

= BIOMASS

= ATPM: ATP maintenance

= PYK: Pyruvate kinase requiremen t

= PGK: Phosphoglycerate kinase

= ATPSArpp: ATP synthase (four
 ACKr: Acetate kinase protons for one ATP)
(periplasm)
PFK: Phesphofructokinase

(a) ATP Producing (b) ATP Consuming
Reactions Reactions

Figura B.1: Produccién y consumo de recursos energéticos a partir del input
de electrones, modelo t{ML1515, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia
con uptakes maximos de 10 [mmol/(gDW -h)] de glucosa, 30 [mmol/(gDW -
h)] de electrones.
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B.1.2. Modelo iML1515__NADPH

ATP Producing Reactions ATP Consuming Reactions

= BIOMASS

= ATPM: ATP maintenance

= PYK: Pyruvate kinase requirement

= PGK: Phosphoglycerate kinase

= ATPS4rpp: ATP synthase (four
= ACKr: Acetate kinase protons for one ATP)
(periplasm)
PFK_3: Phosphofructokinase

(s7p)

(a) ATP Producing (b) ATP
Reactions Consuming
Reactions

Figura B.2: Produccién y consumo de recursos energéticos a partir del input
de electrones, modelo t{ML1515 NADPH, bajo un proceso de electrosintesis
anaerobia con uptakes maximos de 10 [mmol/(gDW - h)| de glucosa, 30
[mmol/(gDW - h)] de electrones.

B.1.3. Modelo tML1515 NADH

ATP Producing Reactions ATP Consuming Reactions

= BIOMASS

= ATPM: ATP maintenance

= PYK: Pyruvate kinase requirement

# PGK: Phosphoglycerate kinase

= ATPSarpp: ATP synthase (four
= ACKr: Acetate kinase protons for one ATP)
(periplasm)
PFK: Phosphofructokinase

(a) ATP Producing (b) ATP Consuming
Reactions Reactions

Figura B.3: Produccién y consumo de recursos energéticos a partir del input
de electrones, modelo {ML1515_NADH, bajo un proceso de electrosintesis
anaerobia con uptakes maximos de 10 [mmol/(¢gDW - h)] de glucosa, 30
[mmol/(gDW - h)| de electrones.
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B.1.4. Modelo tML1515 Dual

ATP Producing Reactions

= PYK: Pyruvate kinase
= PGK: Phosphoglycerate kinase

= ACKr: Acetate kinase

(a) ATP Production
Reactions

2,14

ATP Consuming Reactions

<

= BIOMASS

= ATPM: ATP maintenance

requirement

= ATPS4rpp: ATP synthase (four

protons for one ATP)
(periplasm)

PFK: Phosphofructokinase

(b) ATP Consuming

Figura B.4: Produccién y consumo de recursos energéticos a partir del input
de electrones, modelo {ML1515_Dual, bajo un proceso de electrosintesis
anaerobia con uptakes maximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa, 30

[mmol/(gDW - h)] de electrones.

B.2. Electrosintesis con glucosa y CO, libre

B.2.1. Caso Base

ATP Producing Reactions

= PYK: Pyruvate kinase
= PGK: Phosphoglycerate kinase

= ACKr: Acetate kinase

(a) ATP Producing
Reactions

ATP Consuming Reactions

wdl

(b) ATP Consuming

= BIOMASS

= ATPM: ATP maintenance

requirement

= ATPS4rpp: ATP synthase (four

protons for one ATP)
(periplasm)

PFK: Phosphofructokinase

Figura B.5: Produccién y consumo de recursos energéticos a partir del input
de electrones, modelo {ML1515 bajo un proceso de electrosintesis anaerobia
con uptakes maximos de 10 [mmol/(gDW -h)| de glucosa, 30 [mmol/(gDW -

h)] de electrones y COq libre.
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B.2.2.

ATP Producing Reactions

= PYK: Pyruvate kinase
« PGK: Phosphoglycerate kinase

= ACKr: Acetate kinase

(a) ATP Producing
Reactions

Modelo {ML1515 NADPH

ATP Consuming Reactions

= BIOMASS

= ATPM: ATP maintenance
requirement

= ATPS4rpp: ATP synthase (four
protons for one ATP)
(periplasm)

PFK_3: Phosphofructokinase
(s7p)

sl

(b) ATP Consuming
Reactionst

Figura B.6: Produccién y consumo de recursos energéticos a partir del input
de electrones, modelo {ML1515_NADPH, bajo un proceso de electrosintesis
anaerobia con uptakes maximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa, 30
[mmol/(gDW - h)| de electrones y COq libre.

B.2.3.

ATP Producing Reactions

= PYK: Pyruvate kinase
= PGK: Phosphoglycerate kinase

= ACKr: Acetate kinase

(a) ATP Producing
Reactions

Modelo tML1515 NADH

ATP Consuming Reactions

= BIOMASS

= ATPM: ATP maintenance
requirement

= ATPS4rpp: ATP synthase (four
protons for one ATP)
(periplasm)

PFK: Phosphofructokinase

wdl

(b) ATP Consuming
Reaction

Figura B.7: Produccién y consumo de recursos energéticos a partir del input
de electrones, modelo {ML1515 NADH, bajo un proceso de electrosintesis
anaerobia con uptakes maximos de 10 [mmol/(gDW - h)| de glucosa, 30
[mmol/(gDW - h)] de electrones y COq libre.
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B.2.4. Modelo tML1515 Dual

ATP Producing Reactions ATP Consuming Reactions

= BIOMASS

= ATPM: ATP maintenance

= PYK: Pyruvate kinase requirement

= PGK: Phosphoglycerate kinase
= ATPSarpp: ATP synthase (four

= ACKr: Acetate kinase protons for one ATP)
(periplasm)
= PFK: Phosphofructokinase

(a) ATP Producing (b)
Reactions

Figura B.8: Produccién y consumo de recursos energéticos a partir del input
de electrones, modelo {ML1515 Dual, bajo un proceso de electrosintesis
anaerobia con uptakes maximos de 10 [mmol/(gDW - h)| de glucosa, 30
[mmol/(gDW - h)] de electrones y COx libre.
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Anexo C

Resultados: knockouts

Los resultados

C.1. pflA Enockouts
C.1.1. Modelo tML1515__NADPH
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C.1.1.1.

In silico Electrosynthesis Glucose Simulation

pflA Enock-out
Secreted Products Objective Functions
Biomais

Biaomass 019
Formate 15,35
Acatate 143
Ethanal 11,45
Succinate 0,22
Lactate 0,00
Pyrinvate 564
co2 0,33

Yield pflA Knock-out [%]

Secreted Products Objective Functions
Bicenass
Biomais 0,0
Farmate 0,0
Acetate 0.0
Ethanol 0,0
Succinate 0,0
Lactate HDIV/O!
Pyruvate 0.0
co2 0.0
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ORIECTIVE FUNCTION w0

Figura C.1: Perfil in silico de secrecién de productos de E. coli, modelo
tML1515_NADPH, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia y knockout
del gen plfA con uptakes méaximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa y 30
[mmol/(gDW - h)] de electrones.
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C.1.1.2. In silico Electrosynthesis Glucose and Free CO, Simulation

NADPH GLUCOSE 10 ¥ CO2 / PFLA

KNOCK-OUT
pll.lu Knock-out mBlomam = Formrate Acetate mithanol @Secdnate mlacate gPypueste g002
Secreted Products Objective Fundtions 1
Blomass . ::
Blomass 0,19 ﬁ 12
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Acatate 142 £ :
Ethancl 12,45 L g
Swceinate 0,22 Z 1 ! B ;| ;
Lactate 0,00 o - p—
w“ s‘“ ORIV FUNCTION
o 0,33
YIELD NADPH GLUCOSE 10 Y coz2 /
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Pyruvate 0,0 13 ] . ] ; “ i ' m Lactabe
oz 0.0 , BIOMALY Py
10 d |
CRIECTIVE FUNCTION w cod

Figura C.2: Perfil in silico de secrecién de productos de E. coli, modelo
tML1515_NADPH, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia y knockout
del gen plfA con uptakes maximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa, 30
[mmol/(gDW - h)] de electrones y COq libre.
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C.1.2. Modelo tML1515 Dual

C.1.2.1. In silico Electrosynthesis Glucose Simulation

pfla Knock-out
Secreted Products Objective Functions
Bipmass

Biomass 0,19
Formate 5,86
Acetate 736
Ethamal 741
Succinate 5.97
Lactate 0,00
PyTuvate 0,00
o2 0,00

Yiedd pilA Knock-out  [3%)]
Secreted Products Objective Functions

Biomass

Biomass 0.0

Formate oo

Acetate oo

Ethamal ]

Succinate 0.0
Lactate HOIV/O1
PyTuvate #ODIV01
o2 H#Ool

FLLFX [WARACH, /(GRS = H

PERCENTAGE

EEEBHEE

[
L= =]
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mBiomas mFormate o Acae it g Sednate
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DBIECTIVE FUNCTION

DUAL NADPH GLUCOSE 10 / PFLA

KNOCK-OUT
u Boman
m Formate
Acetate
w Enhasmal
l :  Succinaste
- u Lactate

CEIECTIVE FUKNCTION

Figura C.3: Perfil in silico de secreciéon de productos de E. coli, modelo
tML1515_ Dual, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia y knockout del
gen plfA con uptakes maximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa y 30
[mmol/(gDW - h)| de electrones.
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C.1.2.2. In silico Electrosynthesis Glucose and Free CO, Simulation

DUAL GLUCOSE 10 ¥ CO2 / PFLA KNOCK-
ouT
oA Knotk-out mlicman @ Fomate Acetate  mEthanol @ Succinme
Secreted Products Objective Functions e
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Biomass 0,18 £ 3
Formate 9,86 w0 % g _
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Ethanol 7,41 £,
Succinate 5,97 E
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oz Hson/fol A0 BIOMASS WFy e
DBRIECTIVE FUMICTION

Figura C.4: Perfil in silico de secrecién de productos de E. coli, modelo
tML1515_Dual, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia y knockout
del gen plfA con uptakes maximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa, 30
[mmol/(gDW - h)] de electrones y COq libre.
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C.2. 1dhA knockouts
C.2.1. Modelo tML1515 NADPH

C.2.1.1. In silico Electrosynthesis Glucose Simulation
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Figura C.5: Perfil in silico de secreciéon de productos de E. coli, modelo
tML1515_NADPH, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia y knockout
del gen 1dhA con uptakes maximos de 10 [mmol/(gDW - h)| de glucosa y
30 [mmol/(gDW - h)] de electrones.
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C.2.1.2.

In silico Electrosynthesis Glucose and Free CO, Simulation

IdhA, Knock-out
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Figura C.6: Perfil in silico de secreciéon de productos de E. coli, modelo
tML1515_NADPH, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia y knockout
del gen 1dhA con uptakes maximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa, 30
[mmol/(gDW - h)| de electrones y COq libre.
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C.2.2. Modelo tML1515 Dual

C.2.2.1. In silico Electrosynthesis Glucose Simulation

ldhd Knock-out
Secreted Products Objective Functions
Biomass

Biomass 0,19
Formate 9,86
Acetate 1,36
Ethanaol 741
Succinate 597
Lactate 0,00
Pyruvate 0,00
cor 0,00

Yiwld ldhd Knock-cut  [%]
Secreted Products Dbjectivie Functions

Biomass

B ass 0,0

Formate 0,0

Acetate 0.0

Ethanol o0

Succinate 0,0
Lactate Tyl
Pyruvate LT
[eer] LI

FLLOH PRARATHL f [GIDAW ™ H|

PERCENTAGE

18

14

D & == W D

EEEEEE

DUAL GLUCOSE 10 / LDHA KNOCK-OUT

mBomas @ Foemate hiwtate wEthanol ®5Succinate

O CTIVE FUNCTION

BIOMALY

YIELD DUAL GLUCOSE 10 / LDHA

KNOCK-OUT
u Biomas
B F it
Aetabe
m Ethanal
. € g ! 3 m Succinate
BIOMASE m Lactate

GRIECTIVE FUNCTION

Figura C.7: Perfil in silico de secrecién de productos de E. coli, modelo
tML1515_ Dual, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia y knockout del
gen ldhA con uptakes maximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa y 30
[mmol/(gDW - h)| de electrones.
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C.2.2.2. In silico Electrosynthesis Glucose and Free CO, Simulation

IdhA, Knock-out
Secreted Products Objective Functions
Biomass

Biomass 0,19
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Figura C.8: Perfil in silico de secreciéon de productos de E. coli, modelo
tML1515_ Dual, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia y knockout del
gen ldhA con uptakes maximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa, 30
[mmol/(gDW - h)| de electrones y COq libre.
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C.3. 1dhA & pflA knockouts

C.3.1.

Modelo iML1515_ NADPH

C.3.1.1. In silico Electrosynthesis Glucose Simulation
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Figura C.9: Perfil in silico de secrecién de productos de E. coli, modelo
tML1515_NADPH, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia y knockout
de los genes 1dhA & pflA con uptakes méximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de
glucosa y 30 [mmol/(gDW - h)] de electrones.
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C.3.1.2. In silico Electrosynthesis Glucose and Free CO, Simulation
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Figura C.10: Perfil in silico de secreciéon de productos de E. coli, modelo
tML1515__NADPH, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia y knockout
de los genes 1dhA & pflA con uptakes méximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de
glucosa, 30 [mmol/(gDW - h)] de electrones y COq libre.
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C.3.2.

C.3.2.1.

Modelo tML1515 Dual

In silico Electrosynthesis Glucose Simulation
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Figura C.11: Perfil in silico de secrecién de productos de E. coli, modelo
1ML1515_ Dual, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia y knockout de
los genes 1dhA & pflA con uptakes méximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de
glucosa y 30 [mmol/(gDW - h)] de electrones.
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C.3.2.2. In silico Electrosynthesis Glucose and Free CO, Simulation

Idha & pflA Knock-out
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Figura C.12: Perfil in silico de secrecién de productos de F. coli, modelo
tML1515_ Dual, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia y knockout de
los genes 1dhA & pflA con uptakes méximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de
glucosa, 30 [mmol/(gDW - h)] de electrones y COq libre.
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C.4. f1frdBC knockouts

C.4.1. Modelo tML1515 NADPH
C.4.1.1. In silico Electrosynthesis Glucose Simulation
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Figura C.13: Perfil in silico de secrecién de productos de F. coli, modelo
tML1515_NADH, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia con uptakes
méximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa, 30 [mmol/(¢gDW - h)] de

electrones y COs libre.
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C.4.1.2.

In silico Electrosynthesis Glucose and Free CO, Simulation
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Figura C.14: Perfil in silico de secreciéon de productos de E. coli, modelo
tML1515_NADH, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia con uptakes
maximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa, 30 [mmol/(gDW - h)] de

electrones y COs libre.
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C.4.2. Modelo tML1515 Dual

C.4.2.1. In silico Electrosynthesis Glucose Simulation
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Figura C.15: Perfil in silico de secrecién de productos de E. coli, modelo
iML1515__NADH, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia con uptakes
méximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa, 30 [mmol/(gDW - h)] de
electrones y COs libre.
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C.4.2.2. In silico Electrosynthesis Glucose and Free CO, Simulation
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Figura C.16: Perfil in silico de secrecién de productos de F. coli, modelo
tML1515_NADH, bajo un proceso de electrosintesis anaerobia con uptakes
méximos de 10 [mmol/(gDW - h)] de glucosa, 30 [mmol/(¢gDW - h)] de
electrones y COq libre.
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Anexo D

GPR del set de reacciones

involucradas en el knockout de los
genes ldhA, pflA y frdBC

D.1. Gen pflA

D.1.1. Piruvato Formiato Liasa - PFL

GPR (b0802 and b0903) or (b0802 and b3114) or (b3951 and b39562) or ((b0802 and b0903) and b2579)

Figura D.1: Relaciones booleanas (GPR) de la reacciéon PFL afectada por
el knockout del gen pflA.

D.1.2. 2-Oxobutanoato Formiato Liasa - OBTFL

GPR ((b0902 and b0903) and b2579) or (b0902 and b0903) or (b0902 and b3114)

Figura D.2: Relaciones booleanas (GPR) de la reacciéon OBTFL afectada
por el knockout del gen pflA.

D.2. Gen ldhA
D.2.1. D-lactato Deshidrogenasa - LDH__ D

GPR b1380

Figura D.3: Relaciones booleanas (GPR) de la  reaccién
LDHpa fectadaporel knockoutdelgenldh A.
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D.3.
D.3.1.

D.3.2.

Gen frdBC

Fumarato Reductasa - FRD2

GPR b4152 and b4151 and b4153 and b4154

Figura D.4: Relaciones booleanas (GPR) de la reaccién FRD2 afectada por
el knockout del gen frdBC.

Fumarato Reductasa - FRD3

GPR b4152 and b4151 and b4153 and b4154

Figura D.5: Relaciones booleanas (GPR) de la reaccién FRD3 afectada por
el knockout del gen frdBC.
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Anexo E

Cdbdigo: creaciéon modelos
tML1515 NADPH, NADH y Dual

E.1. Configuracion medio de cultivo, condiciones anae-
rébicas e incorporacion de electrones

Cédigo E.1: Desarrollo en Python y COBRApy a partir del modelo iML1515
descargado del repositorio de modelos metabdlicos de BiGG Models.

import os

import cobra

import copy

from os.path import join

from cobra import Model, Reaction, Metabolite
from cobra.medium import minimal medium

cwd = os.getcwd()
# Modelo original
raw__model = cobra.io.load_json_model(join(cwd, "iML1515.json"))

# Condiciones de alimentacién y fermentacién E coli MW = 39,583.26 [g/mol]
# LB medium

1 Fermentative_raw_ model = raw_ model.copy()
5 medium = Fermentative__raw__model.medium

medium|["EX_ala__I._e"] = 1000
medium["EX_asp_ L_e"] = 1000
medium["EX_asn___IL._e"] = 1000
medium["EX_glu__I_e"] = 1000
medium["EX_gln_ I._e"] = 1000
medium["EX_ gly_ e"] = 1000

medium["EX_his 1. e"] = 1000
medium["EX_ile_ I. e"] = 1000
L,
L

medium["EX_leu__L_e"] = 1000
medium["EX_lys_ L_e"] = 1000
__L_e"] = 1000
medium["EX_phe___L_e"] = 1000
medium["EX_pro__L_e"] = 1000
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medium["EX_ser __L_e"] = 1000
medium["EX_thr_ 1. e"] = 1000
medium["EX_trp__L_e"] = 1000
medium["EX_tyr IL_e"] = 1000
medium["EX_val 1. e"] = 1000

medium["EX_arg_L_e"] = 1000
medium["EX_cys_ L_e"] = 1000
medium["EX_ cd2_e"] = 1000
medium["EX__cu_e"] = 1000
medium["EX__ade_e"] = 1000
medium["EX_csn_e"] = 1000
medium["EX__ura_e"] = 1000
medium["EX__man_e"] = 1000
medium["EX_pnto__ R_e"] = 1000
medium["EX_btn_e"] = 1000
medium["EX__ascb___I. e"] = 1000

5 medium["EX__thm_e"] = 1000

medium["EX_nac_e"] = 1000

medium["EX_ pydx_e"] = 1000
medium["EX_chol_e"] = 1000
medium["EX__adocbl_e"] = 1000
medium["EX_02_e"] = 0.0
Fermentative__raw__model.medium = medium

# Ajuste de flujos de acuerdo a un crecimiento de biomasa méaximo de 0.19 en condiciones
< anaerobias

medium = Fermentative_raw__model.medium = minimal medium(Fermentative_raw__model
— , 0.19)

5 medium["EX_ co2_e"] = 0.0 # Cambia a 1000 cuando se da la ingesta permisiva hacia el

— CO2
medium["EX_glc. D_e"] = 10
Fermentative raw_ model.medium = medium

# Knockout de la reaccidén citrato sintetasa a modo de abrir el ciclo de Krebs segin
— bibliografia
Fermentative_raw__model.reactions.CS.knock_ out() # Reaccién de oxaloacetato a citrato

cobra.io.save_ json_ model(Fermentative_ raw_ model, "Fermentative_raw_ model.json")

# Incorporacién de electrones como reaccién de exchange al modelo original

5> Fermentative_raw_ model with_ electrons = Fermentative_raw__model.copy()

7 Fermentative_raw__model__with__electrons.add__metabolites(

Metabolite(
’electron__e’,
name='electron’,
compartment="e’

))

Fermentative_raw_ model_with_ electrons.add_ boundary(
— Fermentative_raw_ model with_ electrons.metabolites.get_ by_ id("electron_e"), type
— ="exchange", 1b = -30, ub = 0);
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E.2. Modelo iML1515__NADPH

Cédigo E.2: Desarrollo en Python y COBRApy de la incorporacién de la
reacciéon de asimilacién del input de electrones a través de la molécula

NADPH.

# iML1515 modelo incluyendo Gnicamente la regeneracién de NADPH
iML1515_ NADPH = Fermentative_raw_ model_with_ electrons.copy()

NADPHELEC = Reaction(NADPHELEC’)
NADPHELEC.name = 'NADPH regeneration’

NADPHELEC .subsystem = ’Extracellular Electron Transfer’
NADPHELEC.lower__bound = 0 # This is the default
NADPHELEC.upper_bound = 1000 # This is the default

h_c = iML1515_ NADPH.metabolites.get_by_id(Ch_c’)

nadp_ ¢ = iML1515_ NADPH.metabolites.get_ by_ id(’'nadp_c’)
nadph_c = iML1515_ NADPH.metabolites.get__by_ id('nadph_c’)
electron_ c = iML1515_ NADPH.metabolites.get_ by_ id(’electron_ e’)

5 NADPHELEC.add_metabolites({

nadp_c: -1.0,

electron_ c: -2.0,

h_c:-1.0,

nadph_c: 1.0
b

iML1515_NADPH.add_ reactions(INADPHELEC])
cobra.io.save_json_model(iML1515_NADPH, "iML1515_ NADPH. json")

E.3. Modelo iML1515__NADH

Cédigo E.3: Desarrollo en Python y COBRApy de la incorporacién de la
reaccion de asimilacion del input de electrones a través de la molécula

NADH.

# iML1515 modelo incluyendo tnicamente la regeneracién de NADH
iML1515_NADH = Fermentative_raw_ model_with_ electrons.copy()

NADHELEC = Reaction(NADHELEC’)
NADHELEC.name = 'NADH regeneration’

s NADHELEC.subsystem = ’Extracellular Electron Transfer’

NADHELEC.lower__bound = 0 # This is the default
NADHELEC.upper_ bound = 1000 # This is the default

nad_c = iML1515_ NADH.metabolites.get_ by_id(’nad_ c’)
nadh_c = iML1515_ NADH.metabolites.get_ by_id('nadh_c’)
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NADHELEC.add__metabolites({
nad__c: -1.0,
electron_ c: -2.0,
h_c:-1.0,
nadh_c: 1.0
b

iML1515 NADH.add_ reactions((INADHELEC])
cobra.io.save_json_model(iML1515_NADH, "iML1515_NADH.json")

E.4. Modelo tML1515 Dual

Cédigo E.4: Desarrollo en Python y COBRApy de la incorporacién de la
reaccion de asimilacion del input de electrones a través de las moléculas de

NADPH y NADH.

# iML1515 modelo incluyendo ambos tipos de regeneracién de cofactores redox: NADPH &
— NADH
iML1515_ NADPH_NADH = Fermentative_raw_ model_with_ electrons.copy()

iML1515_NADPH_NADH.add_reactions(INADPHELEC])

iML1515_NADPH__NADH.add_reactions([NADHELEC])
cobra.io.save_ json_model(iML1515_ NADPH_NADH, "iML1515_ NADPH_NADH.json")
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Anexo F

Cdédigo: simulaciones in silico

F.1. Carga del modelo, funciones de visualizacion y
configuracion de funciones objetivo

Cédigo F.1: Desarrollo en Python y COBRApy de las simulacio-
nes y las distintas funciones de optimizacién: Min_Redox_Potential,
Max_Redox_Potential, Min_ATP_Production y Max_ATP __Production.

import os

import cobra

import copy

import escher

from escher import Builder

from os.path import join

from cobra import Model, Reaction, Metabolite

cwd = os.getcwd()

# Cargando Modelo:
base_ case_ model = cobra.io.load_json_model(join(cwd, "iML1515_ NADH.json")).copy()
# Funciones Objetivo

# Min Redox Potential
# (GAPD [b1779][i], PDH [b0115/b0114][i], ME1 [b1479][i], AKGDH [b0726/b0727][i], MDH
— [b3236][i], NADTRHD [b3962][i],
# LDH_ D [b1380][i], ACALD [b0351][R], ALCD2x [b1478][R], ME2 [b2463][i], GEPDH2r [
— b1852][i], GND [b2029][i],
# ICDHyr [b1136][i], THD2pp [b1602/b1603][i])
Min_ Redox_ Potential = base_ case_ model.problem.Objective(base_ case_ model.reactions.
— GAPD.forward_ variable + base_case model.reactions.PDH.forward_ variable +
base__case__model.reactions.ME1.forward__variable + base__case__model.
— reactions. AKGDH.forward__variable +
base__case__model.reactions. MDH.forward__variable + base__case__model.
— reactions. NADTRHD.forward__variable +
base__case__model.reactions.LDH__D.forward__variable + base_ case__model.
— reactions. ACALD.forward__variable +
base_ case_model.reactions. ALCD2x.forward_ variable + base_ case_model.
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>

s

(_>

reactions. ME2.forward__variable +

base_case_model.reactions. GEBPDH2r.forward_variable + base_case model.
reactions. GND.forward__variable +

base_ case_ model.reactions.ICDHyr.forward_ variable + base_case_model.
reactions. THD2pp.forward__variable,

direction = ’min’)

Max_ Redox_ Potential = base_ case_ model.problem.Objective(base_ case_ model.reactions.

—

—

GAPD.forward_ variable + base_ case_ model.reactions.PDH.forward_ variable +

base__case__model.reactions.ME1.forward__variable + base__case__model.
reactions. AKGDH.forward__variable +

base__case__model.reactions. MDH.forward__variable + base__case__model.
reactions. NADTRHD.forward_ variable +

base__case__model.reactions.LDH__D.forward__variable + base__case__model.
reactions. ACALD.forward_ variable +

base__case__model.reactions. ALCD2x.forward__variable + base__case__model.
reactions. ME2.forward_ variable +

base__case__model.reactions. GEBPDH2r.forward__variable + base__case__model.
reactions. GND.forward_ variable +

base_ case_model.reactions.ICDHyr.forward_ variable + base_case__model.
reactions. THD2pp.forward__variable,

direction = ’max’)

# Min/Max ATP Production (Todas estaban, solo que algunas estaban repetidas)
# (PGK [b2926][R], PYK [b1854][i], SUCOAS [b0728/b0729][R], ATPS4rpp [b3734][not

—

found], ACKr [b2296][R], )

Min_ ATP_ Production = base_ case_ model.problem.Objective(base_ case_ model.reactions.

—>

>

PGK.reverse_ variable + base_ case_ model.reactions.PYK.forward_ variable +
base__case__model.reactions. SUCOAS.reverse__variable +

base_ case_model.reactions. ATPS4rpp.forward_ variable +
base case__model.reactions. ACKr.reverse_ variable, direction = 'min’)

Max_ ATP_ Production = base_ case_model.problem.Objective(base_ case_ model.reactions.

>

s

F.2.

PGK.reverse_ variable + base_ case__model.reactions. PYK.forward_ variable +
base__case__model.reactions.SUCOAS.reverse_ variable +

base_ case_model.reactions. ATPS4rpp.forward_ variable +
base_case__model.reactions. ACKr.reverse__variable, direction = 'max’)

Optimizaciéon: Biomass Growth y Diagrama Es-
cher

Cédigo F.2: Desarrollo en Python y COBRApy del cédigo para el calculo de
las soluciones de modelo metabdlico en funcién de la biomasa y la generacién
de un diagrama de representacién visual a través del software Escher.

# Calculo de soluciones

solutions_ base_ case = base_ case_ model.optimize()
base__case_model.summary(solution = solutions_ base_ case)
# Diagrama soluciones
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builder = Builder()

builder.map_ json = 'mapa_ completo.json’
builder.reaction__data = solutions__base__case.fluxes
builder

F.3. Optimizacion: Max ATP Production

Cédigo F.3: Desarrollo en Python y COBRApy del cédigo para el calculo
de las soluciones de modelo metabélico en funcién de la méxima produccién

de ATP.

# Max ATP Production
base_ case__model.objective = Max_ ATP_ Production
solutions_ base_ case_ 3 = base_ case_ model.optimize()
base_ case_ model.summary(solution = solutions_ base_ case_ 3)
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Anexo G
Cédigo: knockouts pflA, 1dhA y frdBC

G.1. Establecimiento de modelos y knockouts

Cédigo G.1: Desarrollo en Python y COBRApy de los diferentes modelos
para la generacién de los knockouts de los genes pflA, 1dhA y frdBC.

import os

import cobra

import copy

import escher

from escher import Builder

from os.path import join

from cobra import Model, Reaction, Metabolite

cwd = os.getcwd()

# Cargando Modelo: segtn los diferentes knock-out (pflA /b0902, 1dhA /b1380 y frdBC /
< b4152, b4153)

base_ case_ model pflA = cobra.io.load_ json_ model(join(cwd, "iML1515_ NADPH.json")).
— copy()

base_ case_ model_ldhA = cobra.io.load_ json_ model(join(cwd, "iML1515_ NADPH.json")).
— copy()

base_ case_ model_frdBC = cobra.io.load_ json_model(join(cwd, "iML1515_ NADPH.json")).
— copy()

5 base_ case_model_1dhA_pflA = cobra.io.load_json_model(join(cwd, "iML1515_ NADPH.

— json")).copy()

# Knock-outs

# pflA /b0902

base_ case_ model pflA.genes.b0902.knock out()

# 1dhA /b1380

base_ case_ model_1dhA.genes.b1380.knock_ out()

# pflA /0902, 1dhA /b1380

base_ case_model 1dhA_pflA.genes.b0902.knock_ out()
base_ case_ model_1dhA_pflA.genes.b1380.knock_ out()

5 # frdBC /b4152, b4153

base_ case_model_frdBC.genes.b4152.knock_ out()
base__case__model_frdBC.genes.b4153.knock_ out()
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20 # Optimizacion y summary
30 solutions_ base_ case_ pflA = base_ case_model pflA.optimize()
31 base_ case_ model pflA.summary(solution = solutions_ base_case_ pflA)

32

G.2. Optimizacion y summary

Cédigo G.2: Desarrollo en Python y COBRApy del cdlculo para la resolucion
y optimizacién de los diferentes knockouts establecidos.

1 # Optimizacion y summary
> solutions_ base case_ pflA = base_case_model_pflA.optimize()
s base_ case_model pflA.summary(solution = solutions_ base_ case_ pflA)

5 solutions_ base_ case_ ldhA = base_ case_ model_1dhA .optimize()
¢ base__case_model_ldhA.summary(solution = solutions_ base_ case_1dhA)

s solutions_ base_ case_ldhA_ pflA = base_ case_model_ldhA_pflA.optimize()
o base_case_model 1dhA_pflA.summary(solution = solutions_base_ case_ldhA_pflA)

11 solutions_base_ case_frdBC = base_ case_model_frdBC.optimize()
12 base_ case_model_frdBC.summary(solution = solutions_ base_ case_ frdBC)
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Anexo H

Composicion medio LB

Tabla H.1: Composicién medio LB propuesta por Marinos, Kaleta y Waschi-
na (2020) [83]. Las sources pueden corresponder a BD Bionutrients Techni-
cal Manual - Advanced Bioprocessing 4th Edition, PMID: 13949853, PMID:
17905994, Bionumbers 114108, FoodData Central/Yeast (Survey (FNDDS),

343391), https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/j.1365-
2621.1985.tb13400.x (SARWAR et al.)
LB Broth
Medio;Source Compuesto Molecular por Medio

Yeast Extract;BD Sodium
Yeast Extract;BD Chloride
Yeast Extract;BD Calcium

Yeast Extract;BNID:114108 Iron
Yeast Extract;BD Sulfate
Yeast Extract;BD Phosphate

Yeast Extract;BNID:114108 Magnesium
Yeast Extract;BD Potassium
Yeast Extract;BD Alanine
Yeast Extract;BD Aspartic
Yeast Extract;BD Asparagine
Yeast Extract;BD Glutamic
Yeast Extract;BD Glutamine
Yeast Extract;BD Glycine
Yeast Extract;BD Histidine
Yeast Extract;BD Isoleucine
Yeast Extract;BD Leucine
Yeast Extract;BD Lysine
Yeast Extract;BD Methionine
Yeast Extract;BD Phenylalanine
Yeast Extract;BD Proline
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Yeast Extract;BD

Serine

Yeast Extract;BD Threonine
Yeast Extract;BD Tryptophan
Yeast Extract;BD Tyrosine
Yeast Extract;BD Valine
Yeast Extract;BD Arginine
Yeast Extract;BD Cysteine
Yeast Extract;BD Aluminum
Yeast Extract;BD Barium
Yeast Extract;BD Cadmium
Yeast Extract;PMID:13949853 Cobalt
Yeast Extract;BNID:114108 Chromium
Yeast Extract;PMID:13949853 Gallium
Yeast Extract;BNID:114108 Cooper
Yeast Extract;BNID:114108 Manganese
Yeast Extract;BNID:114108 Nickel
Yeast Extract;BNID:114108 Lead
Yeast Extract;PMID:13949853 Srontium
Yeast Extract;PMID:13949853 Vanadium
Yeast Extract;PMID:13949853 Tin
Yeast Extract;BNID:114108 Zinc
Yeast Extract;PMID:13949853 Titanium
Yeast Extract;PMID:13949853 Molybdenum
Yeast Extract;SARWAR et al. Adenine
Yeast Extract;SARWAR et al. Guanine
Yeast Extract;SARWAR et al. Cytosine
Yeast Extract;SARWAR et al. Uracil
Yeast Extract;SARWAR et al. Ammonia
Yeast Extract;SARWAR et al. Cellulose
Yeast Extract;SARWAR et al. Mannose
Yeast Extract;SARWAR et al. Folate
Yeast Extract;SARWAR et al. Pantothenate
Yeast Extract;SARWAR et al. Biotin
Yeast Extract;SARWAR et al. Selenium

Yeast Extract;FoodData

Vitamin C, total ascorbic acid

Yeast Extract;FoodData Thiamin
Yeast Extract;FoodData Riboflavin
Yeast Extract;FoodData Niacin
Yeast Extract;FoodData Vitamin B-6
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Yeast Extract;FoodData

Choline, total

Yeast Extract;FoodData

Vitamin B-12

Tryptone;BD Sodium
Tryptone;BD Chloride
Tryptone;BD Calcium
Tryptone;BD Iron
Tryptone;BD Sulfate
Tryptone;BD Phosphate
Tryptone;BD Magnesium
Tryptone;BD Potassium
Tryptone;BD Alanine
Tryptone;BD Aspartic
Tryptone;BD Asparagine
Tryptone;BD Glutamic
Tryptone;BD Glutamine
Tryptone;BD Glycine
Tryptone;BD Histidine
Tryptone;BD Isoleucine
Tryptone;BD Leucine
Tryptone;BD Lysine
Tryptone;BD Methionine
Tryptone;BD Phenylalanine
Tryptone;BD Proline
Tryptone;BD Serine
Tryptone;BD Threonine
Tryptone;BD Tryptophan
Tryptone;BD Tyrosine
Tryptone;BD Valine
Tryptone;BD Arginine
Tryptone;BD Cystine
Tryptone; BNID:114108 Chromium
Tryptone; BNID:114108 Cooper
Tryptone; BNID:114108 Manganese
Tryptone; BNID:114108 Nickel
Tryptone; BNID:114108 Lead
Tryptone; BNID:114108 Zinc
NaCl Sodium
NaCl Chloride
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Anexo 1

Magnitudes de los flujos del medio de
cultivo a través de la funcién
minimal medium

EX_pi_e': ©.18327513999998005,
EX_met_ L _e': ©.029242709999999995,
EX_fe3_e': 0.00148352,

EX_gln_ L _e': ©.09857998000000001,
EX_pro_ L _e': ©.042000449999999995,
EX_ade_e': ©.08508047999999989, EX_ca2_e': ©.00098895,
EX_mn2_e': ©.00013129, EX ni2 e': 6.137e-05,
EX arg_ L e': 0.05620043, EX cu2 e': 0.00013471000000000002,
EX_asp__L_e': ©.27245771999999596, EX_cobalt2 e': 4.750000000000001e-06,
EX_tyr_ L _e': ©.826200239999999996, EX_pnto_ R e': ©.000128059999999990875,
EX_glu_ L _e': ©.007585569999999921, EX asn_ L e': ©.04580044999999999,
EX_btn_e': 3.8000000000000007e-07, EX_mobd_e': 1.3300000000000002¢-06,
EX_fe2_e': 9.00156807, EX sod e': ©.00082422,
EX_glc_ D _e': 10.93335465145831, EX _phe L _e': 9.035200350000000005,
EX_lys_ L _e': 0.06520059, EX_thr__L_e': ©.21478835,
EX_ser_L_e': 0.87255681999999998, EX_csn_e': 9.06285105000000002,
EX_thm_e': 4.237e-05, EX_his_ L _e': ©.018000220000000004,
EX_trp_ L _e': ©.010800170000000001, EX_k_e': 0.937086669999999995,
EX_zn2_e': 6.478999999999998e-05, EX_cys_ L e': ©.017735739999999993,
EX_mg2_e': ©.0016482500000000002, EX_cl_e': 0.0009889500000000002,
EX_nac_e': ©.00043281999999578255, EX_pydx_e': 4.236999999999995%6e-05}

(a) Metabolitos (b) Metabolitos

parte 1 continuacién

Figura I.1: Flujos de metabolitos bajo unidades de [mmol/(gDW - h)| cal-
culados a través del cédigo E.1 para un crecimiento de biomasa de 0.19
[mmol/(gDW - h)].

87



	Resumen
	Agradecimientos
	Tabla de Contenido
	Índice de Tablas
	Índice de Ilustraciones

	1 Introducción
	1.1 Contexto
	1.2 Motivación

	2 Marco Teórico
	2.1 Organismos Exoelectrógenos
	2.1.1 Geobacter sulfurreducens
	2.1.2 Shewanella oneidensis
	2.1.3 Escherichia coli

	2.2 Transferencia de Electrones Extracelulares
	2.2.1 Contacto Directo
	2.2.1.1 Proteínas de Membrana
	2.2.1.2 Nanowires
	2.2.1.3 Proteínas Redox

	2.2.2 Contacto Indirecto
	2.2.2.1 Moléculas Autosecretadas
	2.2.2.2 Mediadores Redox Artificiales
	2.2.2.3 Metabolitos Primarios

	2.2.3 Transferencia de Electrones Extracelular en Escherichia coli cepa JG622

	2.3 Electrofermentación
	2.3.1 Fermentación No Balanceada
	2.3.1.1 Fermentación No Balanceada Directa
	2.3.1.2 Fermentación No Balanceada Indirecta

	2.3.2 Electrosíntesis Microbiana

	2.4 Modelos Metabólicos a Escala Genómica
	2.4.1 Modelo Base E. coli K-12
	2.4.2 Funciones Objetivos
	2.4.2.1 Max Biomass
	2.4.2.2 Max ATP
	2.4.2.3 Min/Max Redox Potential
	2.4.2.4 Min ATP Production
	2.4.2.5 Max ATP Production


	2.5 Redes de regulación transcripcional
	2.5.1 Cofactores y regulación transcripcional
	2.5.2 TFs Escherichia coli
	2.5.2.1 FNR
	2.5.2.2 ArcAB


	2.6 Metabolismo redox
	2.6.1 Estrategias de modificación del metabolismo redox
	2.6.1.1 Eliminación o knock-down de vías competitivas de cofactores redox
	2.6.1.2 Introducción de reacciones de generación de cofactores redox
	2.6.1.3 Reacciones directas de reducción/oxidación entre NAD y NADP



	3 Metodología
	3.1 Materiales
	3.1.1 Modelo a Escala Genómica: iML1515 E. coli K-12
	3.1.2 Red Transcripcional

	3.2 Métodos
	3.2.1 Simulación Metabólica
	3.2.1.1 Condiciones de Fermentación Anaerobia
	3.2.1.2 Medio de Cultivo
	3.2.1.3 Flujos Medio de Cultivo
	3.2.1.4 Fuente de Carbono
	3.2.1.5 Sistema EET
	3.2.1.6 Modelos
	3.2.1.7 Funciones Objetivo
	3.2.1.8 Deletions y Knockouts



	4 Resultados
	4.1 Simulación Red Metabólica
	4.1.1 Validación del modelo iML1515
	4.1.2 Perfiles de Secreción
	4.1.3 Input de Electrones
	4.1.4 Producción de ATP
	4.1.5 Estrategia de Optimización de Etanol: pflA, ldhA y frdBC


	5 Discusión
	5.1 Transhidrogenasas y NADPH
	5.2 Electrogenética
	5.2.1 Sobreexpresión del regulador ArcA

	5.3 Cofactores redox no canónicos y circuitos ortogonales 

	6 Conclusiones
	Bibliografía
	Anexos
	Anexo A Resultados: perfiles de secreción de simulaciones in silico
	A.1 Electrosíntesis con glucosa
	A.1.1 Caso Base
	A.1.2 Modelo iML1515_NADPH
	A.1.3 Modelo iML1515_NADH
	A.1.4 Modelo iML1515_Dual

	A.2 Electrosíntesis con glucosa y CO2 libre
	A.2.1 Caso Base
	A.2.2 Modelo iML1515_NADPH
	A.2.3 Modelo iML1515_NADH
	A.2.4 Modelo iML1515_Dual


	Anexo B Resultados: consumo de ATP de simulaciones in silico
	B.1 Electrosíntesis con glucosa
	B.1.1 Caso Base
	B.1.2 Modelo iML1515_NADPH
	B.1.3 Modelo iML1515_NADH
	B.1.4 Modelo iML1515_Dual

	B.2 Electrosíntesis con glucosa y CO2 libre
	B.2.1 Caso Base
	B.2.2 Modelo iML1515_NADPH
	B.2.3 Modelo iML1515_NADH
	B.2.4 Modelo iML1515_Dual


	Anexo C Resultados: knockouts
	C.1 pflA knockouts
	C.1.1 Modelo iML1515_NADPH
	C.1.1.1 In silico Electrosynthesis Glucose Simulation
	C.1.1.2 In silico Electrosynthesis Glucose and Free CO2 Simulation

	C.1.2 Modelo iML1515_Dual
	C.1.2.1 In silico Electrosynthesis Glucose Simulation
	C.1.2.2 In silico Electrosynthesis Glucose and Free CO2 Simulation


	C.2 ldhA knockouts
	C.2.1 Modelo iML1515_NADPH
	C.2.1.1 In silico Electrosynthesis Glucose Simulation
	C.2.1.2 In silico Electrosynthesis Glucose and Free CO2 Simulation

	C.2.2 Modelo iML1515_Dual
	C.2.2.1 In silico Electrosynthesis Glucose Simulation
	C.2.2.2 In silico Electrosynthesis Glucose and Free CO2 Simulation


	C.3 ldhA & pflA knockouts
	C.3.1 Modelo iML1515_NADPH
	C.3.1.1 In silico Electrosynthesis Glucose Simulation
	C.3.1.2 In silico Electrosynthesis Glucose and Free CO2 Simulation

	C.3.2 Modelo iML1515_Dual
	C.3.2.1 In silico Electrosynthesis Glucose Simulation
	C.3.2.2 In silico Electrosynthesis Glucose and Free CO2 Simulation


	C.4 frdBC knockouts
	C.4.1 Modelo iML1515_NADPH
	C.4.1.1 In silico Electrosynthesis Glucose Simulation
	C.4.1.2 In silico Electrosynthesis Glucose and Free CO2 Simulation

	C.4.2 Modelo iML1515_Dual
	C.4.2.1 In silico Electrosynthesis Glucose Simulation
	C.4.2.2 In silico Electrosynthesis Glucose and Free CO2 Simulation



	Anexo D GPR del set de reacciones involucradas en el knockout de los genes ldhA, pflA y frdBC
	D.1 Gen pflA
	D.1.1 Piruvato Formiato Liasa - PFL
	D.1.2 2-Oxobutanoato Formiato Liasa - OBTFL

	D.2 Gen ldhA
	D.2.1 D-lactato Deshidrogenasa - LDH_D

	D.3 Gen frdBC
	D.3.1 Fumarato Reductasa - FRD2
	D.3.2 Fumarato Reductasa - FRD3


	Anexo E Código: creación modelos iML1515_NADPH, NADH y Dual
	E.1 Configuración medio de cultivo, condiciones anaeróbicas e incorporación de electrones
	E.2 Modelo iML1515_NADPH
	E.3 Modelo iML1515_NADH
	E.4 Modelo iML1515_Dual

	Anexo F Código: simulaciones in silico
	F.1 Carga del modelo, funciones de visualización y configuracion de funciones objetivo
	F.2 Optimización: Biomass Growth y Diagrama Escher
	F.3 Optimización: Max ATP Production

	Anexo G Código: knockouts pflA, ldhA y frdBC
	G.1 Establecimiento de modelos y knockouts
	G.2 Optimización y summary

	Anexo H Composición medio LB
	Anexo I Magnitudes de los flujos del medio de cultivo a través de la función minimal_medium


