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1.1. Introduccion.

1.1.1. Importancia de la carnitina en los seres vivos,

La L{-)-camitina {3-hidroxi-4-N,N.,N-trimetilamonio butirato) es un compuesto
polar, distribuido ampliamente en la naturaleza, que se encuentra en tejidos de animales,
plantas y también en gran nimero de microorganismos {Bieber, 1988). En mamiferos, la
L{-}-camitina es un constituyente natural del organismo, siendo aportado en la
alimentacion o bien sintetizado en el higado, rifion y cercbro. La funcion de la L{-}-
carnitina consiste en transportar acidos grasos de cadena larga a través de la membrana
mitocondrial interna, para que sean oxidados (Fritz ef @/, 1963; Bremer, 1983). Ademas
la L{-)-camitina facilita la oxidacion de cadenas ramificadas de w-cetoacidos y modula
la relacion AcilCoA/CoASH (Bicber, 1988).

La biosintesis de carnitina requiere de los aminoicidos esenciales lisina vy
metionina, junto con la presencia de cofactores como el acido ascorbico, niacina,
piridoxina, hierro y oxigeno molecular {Rebouche, 1986). En mamiferos, algunas
proteinas como la calmodulina, miosina, actina, citocromo ¢ y las histonas contienen
residuos de £-N-trimetillisinalisina. La N-metilacion de estos residuos de lisina ocurre a
nivel postrascripcional por medic de metiltransferasas especificas que utilizan S-
adenosil-L-metionina como donador de grupos metilo. Posteriormente, la proteina es
escindida por protedlisis en el lisosoma dando lugar a s-N-trimetillisinalisina, este
compuesto por medio de una aldolasa y una dioxigenasa da lugar a y-butirobetaina y L{-
J-carnitina, respectivamente. En la Figura 1.1 se representa la biosintesis de L{-}-
carnitina en cucariotas { Bremer, 1983; Vaz y Wanders, 2002).

La L{-}-carnitina tiene un papel importante en el metabolismo energetico,
regulando el nivel de grasas en la sangre. Las dictas deficientes en los aminoacidos
precursores y los cofactores que requiere su biosintesis, generan deficiencia en carnitina
en animales superiores. Esta deficiencia conduce a sindromes que pueden producirse por
alteraciones en las enzimas de la ruta biosintética de la carnitina, de su transporte, en las
enzimas que la utilizan como sustrato, o por alteraciones en la interaccion de Li{-}-

carnitina con otras rutas metabalicas (Vaz y Wanders, 2002).

Los sintomas clinicos asociados en pacientes con déficit en L{-}-camitina son
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entre otros: debilidad muscular, hipertrofia cardiaca, pérdida de apetito, hipertrofia del
higado, alteraciones en el sistema nervioso central, dafio muscular, ctc {Peggy, 1985).
Estos sintomas s pueden paliar con la administracion de L{-)-carnitina, lo que la hace
un compuesto de interes para la industria farmacetica.

El transporte de L{-}-carnitina al interior celular en eucariotas superiores consiste
en un sistema de cotransporte con sodio y un sisterna de antiporte con deoxicarmitina.
Para el uso de L{-)-carnitina como farmaco es necesaria la produccion en estado puro
del isomero L, ya que la administracion de la D{+)}-carnitina {forna no biologicamente
activa) implica que compita con la L{-)-camitina, produciendo ¢l bloqueo del sistema de

transporte, y que afecte también a las reacciones enzimaticas subsiguientes en las que

interviene {Meier, 198 7).

HsN"CH,CH,CH,CH2CH{N ,)COO"
Lisina unida a proteina

S-AdenosilMetionina

Metiliransferasa

Hidrolisis
lisosomal Homoserina

(CH, ), N*HCH,CH,CH,CH ,CH(NH,, )COD’

e=N-Trimetillisina

Aldolasa

Glicina

(GH3)3N"CH,CH,CH,CO0
Y-Butirobetaina
Dioxigenasa ( J; + 2-Oxoglutarato

Ascorbaro y Fe™*

C0O; + Succinato

(CHSJSN*CHECH OH CHECOO'
Carnitina

Figura 1.1. Biosintesis de L{-)-camnitina en mamiferos a partir de lisina {Bicber, 1988).

Actualmente, la L{-)-carnitina es un importante farmaco que se utiliza en
medicina para el tratamiento de aquellos pacientes que presentan cuadros clinicos como
la encefalopatia metabolica, en pacientes con deficiencias en éste compuesto, en la

terapia de wvarias enfermedades cardiacas, en hiperlipoproteinemias y en pacientes
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sometidos a hemodialisis {Breningstall, 1990; Calvam y Amgom-Martelli, 1999,
Calvani et @l., 2000). En la actualidad, su uso en la claboracion de dietas especificas
para deportistas y lactantes ha llevado a su consideracion como una vitamina mas en la
dieta ¥ a su calificacion como compuesto nutracedtico {(Seim ef af., 2001). Debido a
estos usos, las investigaciones sobre sistemas de produccion de L{-)-carnitina tienen un

gran interés comercial (Obaon er af., 1999, Castellar er /., 2001; Canovas er &, 2001 ).

1.1.2. Metabolismo de los compuestos de trimetilamonio en £, cofi

Diferentes organismos pertenccientes a  las  enterobacterias, tales como
Escherichia coli, Saimonelia tvphimurium vy Proteus vulgaris, son capaces de
metabolizar L{-}-carnitina en presencia de otras fuentes de carbono y nitrogeno bajo
condiciones anaerobias; sin embargo, estos microorganismos no pueden asimilar el
esqueleto carbonado ni el nitrdgeno de la camitina. £ coli presenta ademas un sistema
de transporte activo inducible para L{-)-camitina {Jung ef «f, 1990b). En el
metabolismo de la carnitina en enterobacterias se obtiene también crotonobetaina, que
es utilizada por las células como aceptor externo de clectrones en condiciones
anacrobias, dando como producto ~-butirobetaina. En la Figura 1.2 se recoge el
metabolismo postulado de L{-}-carnitina en £. coli {(Ramirez, 2001).

Se han determinado las enzimas implicadas en el metabolismo de la camitina en
el operon cai TABCDE del genoma de £. coli {Eichler er ., 1994a, 1994b). Este operon
estd formado por seis genes y se ha identificado la funcion de cinco de ellos que
codifican para las siguientes enzimas: 1) CoA transferasa {cailf), que transfiere grupos
CoA a partit de un deposito celular de acetil-CoA/CoA de manera reversible a
crotonobetaina, v-butirobetaina y L{-)-carmnitina, activandolos para que sirvan de
sustrato para las otras enzimas del metabolismo de carnitina; 2) crotonobetaina
reductasa {ceaid), que reduce la crotonobetainil-CoA a v-butirobetainil-CoA cediendo
clectrones en condiciones anacrobias (Jung ef af., 1991; Eichler ef &f., 1894a); 3) una
enzima bifuncional, enoil-CoA hidratasa {L-camitina deshidratasa) y racemasa (cail)),
que ez capaz de hidratar crotonobetainil-CoA a L{-)-carnitinil-CoA y de biotransformar
D{-)-carnitina a L{-}-camitina; 4) también se conoce que el operdn cai dirige la sintesis
de un sistema de transporte de camitina al interior celular, que estaria codificado por el

gen caif {(Jung ef @i, 2002), v 5) de una crotonobetaina/carmnitina coenzima A ligasa,
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codificado por el gen caiC. Ademds, se ha sugerido la existencia de una enzima
involucrada en la sintesis o en la activacion de un cofactor, que es el crotonobetainil-

CoA o v-butirobetainil-CoA {Elssner ef af., 2000), gue es necesario para las actividades

carnitina racemasa y L-camitina deshidratasa {caiE).

Figura 1.2. Meccanismo de transformacion de crotonobetaina y +-butirobetaina en L{-}-
carnitina en Escherichia coli (Ramirez, 2001).

EXTERIOR
CELULAR

INTERIOR
CELULAR

L(-)-camitina ‘T’ Li{-1-carpitinil CoA

L{-}-carnitina

A
CaiB
crotonobetaina crotonobetaina crotoncbetainil -Coa
. ~Cod .
CalB CalA
Y-butirobetaina y-butirobetaina +-butirobetainil -Coa 4~
crotonobetaina W CaiC

v-butirobetaina J |
AretibCoAf CoA

CaiA: crotom obetaina reductasa Cail: enoil-CoA hidratasa y racemasa

CaiB: CoA translerasa CaiT: transportador O

CaiC CoAligasa

Las enzimas L-camitina deshidratasa y crotonobetaina deshidrogenasa se han
purificado y caracterizado (Seim ef af., 1982; Jung ef af., 1991; Roth ef af., 1994,
Preusser ef af., 1999). La enzima L-camitina deshidratasa esta formada por dos
subunidades idénticas de masa molecular 45.000 Da y crotonobetaina reductasa esta
constituida por cuatro subunidades identicas de masa molecular 41.500 Da {Preusser er

al., 1999). Ambas enzimas necesitan como cofactor crotonobetainil-CoA  y/o -
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butirobetainil-CoA para realizar su funcion {Jung er af, 1989; Elssner er af, 2000,
2001). Tanto la enzima L-camitina deshidratasa como crotonobetaina reductasa son
inducibles en presencia de L{-)-carnitina o crotonobetaina en el medio de crecimiento
bajo condiciones anacrdbicas (Jung y Kleber, 1987, Roth e ai., 1994). Ademas, £ coli
044 K74 es capaz de convertir D{+)-camitina en L{-}-carnitina, ¥ aunque el mecanismo
cs desconocido, se ha postulado la existencia de la enzima camitina racemasa (Jung ef
al., 1991; Elssner ef af., 2001). Por otro lado, se ha descrito que bajo condiciones
anaercbias, el fumarato causa una estimulacion del crecimiento de £, codi al ser
utilizado como aceptor externo de electrones, sustituyendo a la crotonobetaina en esta
funcion (Seim y Kleber, 1988; Roth er o/, 1994; Obon er ai., 1997).

Por otro lado, se ha descrito la existencia de otro operon fixABCX, que es
transcrito en sentido opuesto al operdn cai, que contiene las secuencias para la sintests
de cuatro proteinas reguladoras, postulandose que facilitan la transterencia de electrones
a la enzima crotonobetaina reductasa {Eichler e «f., 1996). Estas proteinas son: FixA y
FixB, que transfieren electrones a flavoproteinas; FixC, que presenta regiones similares
a la proteina ubiquinona oxidoreductasa y FixX, que parece ser un nuevo tipo de
ferredoxna {Walt y Kahn, 2002).

Los genes de los operones cai y fix involucrados en la ruta de la camitina estin
situados en el primer minuto del cromosoma de £, cofi (Eichler ef ., 19%4a, 1994b,
1995, Buchet ef &f., 1999). En la Figura 1.3, se presenta un esquema de estos operones,
asi como la regulacidn geénica a la que estan sometidos (Eichler er /., 1996). Ademas,
en la region 3" adyacente al operdn caiTABCDE, se ha determinado la existencia de un
gen designado como caif. Este gen codifica para una proteina designada como proteina
CaiF, la cual ejerce un efecto de activador transcripcional sobre los operones cai v fix,
estimulando ademas la actividad de la enzima L-camitina deshidratasa. El gen caif es
transcrito en condiciones anacrobias e independientemente de la presencia de inductor
en ¢l medio de crecimiento, en contraste con los operones cai v fix, cuya expresion es
fuerternente dependiente de la presencia de inductor en el medio; esto indica que el
inductor actuaria como modulador de la actividad de la proteina CaiF {Eichler ef of.,

1996).

11
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Figura 1.3. Esquema de la regulacion de los operones cai y fix de Escherichia coli.
{Eichler er of., 1996).

La expresion de estos operones también estd controlada por un conjunto de
proteinas reguladoras del metabolistno global, como son: a) la proteina represora de
catabolito {CRP) dependiente de AMPc, lo gque sugiere que existe un control de la
expresion del metabolismo de la camitina por los niveles de AMPc en la bacteria; b} las
histonas {(H-NS) y el factor transcripcional o' (RpoS), que se expresa cuando la celula
entra en fase estacionaria de crecimiento, por lo que ejercen un efecto represor sobre el
metabolismo de la camitina, y c) el factor FNR, que es un regulador transcripeional del

metaboliso bajo condiciones anaerobias (Eichler ef &f., 1996).

1.1.3. Produccion de L{-}-carnitina.

Fundamentalmente la produccion de L{-)-camitina a escala industrial se realiza
mediante métodos quimicos {Miiler y Strack, 1972; Fiorini y Valentini, 1982), aungque
se han desarrollado diversos métodos biologicos {Jung ef «f., 1993; Naidu er «f., 2000).
Mediante procesos quimicos se obtienen mezclas raceémicas, por lo que es necesaria la
purificacion posterior del 1somero biolégicamente activo, produciendo D{+)-carnitina
como producto residual. Otros procedimientos de produccion de L{-)-carnitina se basan

en la extraccion y purificacion a partir de tejidos animales o de extractos de levaduras y
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también mediante la resolucion quimica de la mezcla raceémica o de derivados de la
carnitina.

También, se pueden desarrollar procesos altermativos a los anteriormente
EXpuestos, que sean enantioselectivos o que puedan utilizar los productos residuales de
los procesos quimicos. Asi, el empleo de meétodos biotecnologicos con enzimas o
microorganisos, permitiria obtener L{-)-carmitina de manera controlada y bajo
condiciones suaves, eliminando los problemas ambientales que generan los procesos
quimicos al requerir condiciones drasticas de pH y temperatura, generando con ello
compuestos de dificil eliminacion. En la Figura 1.4 se recoge una relacion de
procedimientos biologicos disefiados para la produccion de L{-)-camitina a partir de

mezclas racérnicas y precursores aquirales.

Resolucion de mezclas racemicas.

Se han descrito procedimientos basados en el metabolismo selective del D{+}-
enantiomero por Aeinetobacter calcoaceticus y en el aislamiento posterior de la L{-)-
carnitina no metabolizada, obteniendo un rendimiento de 38% (Sth, 1985). Mediante
este metodo se pierde la D{+)-camitina no pudiendo ser utilizada como precursor en
otros procesos de produccion L{-}-carnitina. Por otro lado, Pseudomonas fluorescens y
Fusarius oxysporum 5. p lini hidrolizan selectivamente el 1somero L-octanotlcamnitina de
la mezcla racémica, obteniendo L{-}-camitina con un rendimiento del 40% {Aragozzin
ef af., 1987y y £, coli se utiliza de manera similar para la hidrolisis enantioselectiva de
D,L-acetilcamitina {Kawamura et &f., 1987).

Debido a las similitudes estructurales entre carnitina y colina, se ha propuesto
otro metodo de resolucion racémica de carnitina, basado en la utilizacion de 1a enzima
acetilcolinesterasa en la hidrolisis de derivados racémicos de D-L-acetilcarnitina,
dejando intacto el L-enantiomero que es purificado con posterioridad, resultando el
proceso con un rendimiento del 30% (Dropsy y Klivanov, 1984). También, mediante
hidrolisis especifica de ésteres de camitina o de sus precursores, se puede producir L{-}-
carnitina, utilizando la esterificacion enantioselectiva de D-L carnitina por la camnitina
acetil transferasa (E.C 2.3.1.7). Esta enzima, que se puede aislar a partir de distintos
microorganismos como Candida utilis v Saccharomyces cerevisiae, cataliza la reaccion

de esterificacion, transfiriendo grupos acetilo a expensas de acetil-CoA, dando lugar a
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L{-)-acetilcarnitina a partir de la mezcla racémica D-L-camitina, que se purifica
posteriormente.  Este sisterna necesita reciclar acetil-CoA, por lo que usa la

fosfotransacetilasa para este proposito, obteniendo un rendimiento del 60%.

Mezlas racemicas

D.L-Carmitina | g |- Arilcarviting | D,L- Carnitinamida | D, L- Carritinariteild

+-Butirobetama Crotonohetaina D[+)-Carmtina 3-Dehidmcarnitina

Precursores aguirales

Figura 1.4, Diferentes sustratos usados en la produccion de L-{-}-camitina. A:
Asimilacion enzimatica{s) de D-carnitina; B: L-camitina acilasa; C: L-carnitina
amidasa, D: L-camitina nitrilasa, I: L-camitina hidroxilasa; II: Sintetasa,
Deshidrogenasa, Hidroxilasa y Tioesterasa; III: L-carnitina deshidratasa; IV: camitina
racemasa {postulada); V: L-camitina deshidrogenasa.

Por otro lado, diferentes especies de Preudomonas pueden realizar la hidrolisis
enzimaitica enantioselectiva de D-L-carmitinamida mediante la enzima L-camitina
amidasa, obteniendo L{-)-camitina con un rendimiento del 81,6% y D{+)-camitinamida
como subproducto {MNakayama ef «f., 198%a). Por procedimientos similares,
Rhodococecus sp. hidroliza el D-L-camitinanitrilo con la enzima nitrilasa {Nakayama ef

al., 1989b).

Produccion de L{-)-carniting utilizando precursores aguirales

La resolucidon de mezclas racémicas tiene la desventaja que solo se consigue
como maximo un rendimiento del 50%, ademas, es necesario separar los enantiomneros
no transformados, siendo este proceso muy caro. Un método alternativo es la utilizacion
de precursores aquirales. Dentro de los precursores aquirales existentes, los mas

utilizados para la produccion de L{-)-carmitina son: y-butirobetaina, 3-dehidrocamitina,
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crotonobetaina y D{+}-carmitina.

El compuesto v-butirobetaina, junto con «a-oxoglutarato y en presencia de
oxigeno, se puede biotransformar en L{-)-camitina, dando como subproductos succinato
y dioxido de carbono, mediante la reaccion catalizada por la enzima butirobetaina
hidrolasa (EC 1.14.11.1), la cual se puede aislar de higado de temero o de
microorganismos como Newrospora crassa vy Pseudomonas sp AK1 (Kondo, 1981).
Recientemente, se ha propuesto el uso de dchromobacter cyvcioclasi que es capaz de
obtener rendimientos del 45% mediante el empleo de células enteras, por lo que no se
necesita de la regeneracion de cofactores (Naidu ef ai., 2001).

Por otro lado, la 3-dehidrocamitina, se convierte en L{-}-camitina mediante la
enzima L-camitina deshidrogenasa {EC 1.1.1.108), a expensas de consumir poder
reductor en la forma de NADH, por lo que este método necesita regenerar dicho
coenzima por medio de otras enzimas como glucosa deshidrogenasa {Vandecasteele er
af., 1980) o formiato deshidrogenasa {Souppe ef af, 1987). La enzima L-camitina
deshidrogenasa esta presente en varias especies de Pseudomonas, Xanthomonas
fransiucens y alcaligenes (Aurich ef al., 1968; Goulas, 1988; Takahashi er af., 1991).
Este metodo junto con los demas procedimientos enzimaticos, tienen las ventajas de una
alta especificidad de sustrato, evitando reacciones no deseadas y una alta velocidad de
reaccion, pero en cambio requicre una purificacion previa del biocatalizador, y en
enzimas que necesitan la presencia de coenzimas, la regeneracion de las mismas, lo que
encarece los procesos. Con el empleo de células, se evita la regeneracion de las
coenzimas, lo que abarata considerablemente el proceso. Por contra, el uso de células
presenta una menor velocidad de reaccion respecto a las enzimas, se pusden producir
reacciones no deseadas, consume sustratos del medio de reaccion y son necesarias
condiciones estériles durante todo el proceso.

Los microorganismos pertenecientes a las enterobacterias como Escherichia coli,
Proteus vilgaris y Salmonelia typhimurium son capaces de sintetizar L{-)-camitina a
partir de crotonobetaina {(Seimn y Kleber, 1988; Jung er «f, 1989, 1990, 1993; Obon ex
al., 1997; Obon et af, 1999; Elssner et af., 1999; Castellar ef af., 2001; Canovas ef al.,
2001; Canovas ef &/, 2002; Engemann ef of., 2001a y 2001b} y de D{+)-camitina {Jung
y Kleber, 1991, Castellar er «f, 1998). Ambos sustratos tienen la ventaja de ser
productos residuales de los sisternas  de produccion quimica: la D{+)-carnitina

directamente de la resolucion racémica, y la crotonobetaina mediante la deshidratacion

15



Capituio |

quimica de D{+}-camitina. De este modo, se pueden convertir la D{+}-carmtina ¥ la
crotonobetaina en un compuesto farmacéutico de elevado valor afiadido, como es la L{-
J-camnitina. Ademas, la L{-)-carnitina s¢ puede obtener a partir de precursores aguirales
con clevada pureza y altos rendimientos, lo que supone una mejora en la ctapa de
purificacion. En la Tabla 1.1, se recoge un resumen de las principales ventajas e
inconvenientes del uso de mezclas racémicas y precursores aquirales para la produccion

de L{-}-carnitina

Tabla 1.1. Principales ventajas ¢ inconvenientes en ¢l uso de los diferentes sustratos
para la produccion de L{-}-carmnitina.

FENTASAS INCONFENIENTES
-Maximo rendimiento de

MEZCLAS -Sustratos baratos. S0%.

RACEMICAS s .
-Dificil  recuperacion del
producto.

SUSTRATOS -3ustratos baratos.
-Altos rendimientos. -Dificil  recuperacion del

PRECURSORES . 5

-Facil recuperacion del |producte en  caso de

AQUIRALES o )

producto en  caso  de | rendimientos bajos.
altos rendimientos.

En los dltimos afios, una de las lineas de investigacion que se lleva a cabo en el Dpto
de Bioguimica y Biologia Molecular B e Inmunclogia de la Universidad de Murcia
consiste en el analisis de la produccion de L{-}-camitina con células de la cepa de £.
cofi 044 K74 y una cepa transformada denominada £. cofi K38 pT7-5 KE32, a partir de
crotonobetaina y D{+}-camitina, con células en crecimiento y en estado durmiente, en
sisternas libres e inmovilizados y en procesos desarrollados en continuo y en
discontinuo. Asi, en sistemas operados en discontinuo y utilizando células en estado
durmiente de £ cofi 044 K74, se consiguieron unos rendimientos del 44% en producto
usando una concentracion de crotonobetaina de 50 mM. En cambio, mediante un
proceso en continuo ¥y con celulas inmovilizadas se obtuvieron unos rendimientos del
26% vy una productividad de 1,8 glh” {Obon er al, 1997). Ademas, mediante un
sistemna de inmovilizacion por retencion en membrana de filtracion se alcanzaron altas
densidades celulares (27 g1, dando como resultada una productividad cercana a los 6,2

gl'"h” (Obén er al., 1999). Recientemente, se han desarrollado modelos matematicos

16



Introduccion v obieto del rabajo

que permiten sitnular y representar la evolucion del proceso de biotransformacion de
crotonobetaina en L{-}-camnitina {Canovas ef ai., 2002 y Alvarcz-Vasquez ef af., 2002).
También se ha estudiado la produccion de L{-}-camitina utilizando D{+}-camitina como
sustrato de biotransformacion en un sistema operado en discontinuo con células
durmientes de £ coli 044 K74, habiéndose determinado las concentraciones optimas de

biomasa y sustrato y obteniendo un rendimiento del 44% con una concentracion de

sustrato de 100 mM (Castellar et i, 1998).

l calDE

Figura 1.5. Plasmidos presentes en Escherichia coli K38 pT7-5 KE32.

El uso de cepas de £ colfi que puedan ser superproductoras de las enzimas
implicadas en la biotransformacion y se han dirigido a conseguir el aumento de la
produccion de L{-}-carnitina. Asi, Eichler ef «l, 1996, obtuvieron una cepa
transformada de £ cofi con la clonacion de algunos genes del metabolismo de la
carnitina. Esta cepa denominada £. eofi K38 pT7-53 KE32 lleva el operdn caiTABCDE
propio de la bacteria y los plasmidos pGP1-2 y pT7-5. La Figura 1.5 muestra una
representacion de estos plasmidos. El primero de ellos contiene un gen que codifica para
una enzima RNA polimerasa del fago T7, bajo el control de un promaotor inducible por
calor 2p. {Tabor y Richarson, 1985). El segundo plasmido lleva un inserto con los genes
cail), caifl (Eichler ef al., 1994a) y caiF {Eichler ef @f., 1996) del operan cai de £. coli
y, ademas, el promotor ¢ del fago T7. Los genes cail) y caif estin sujetos al control del
promotor ¢, ¥ el gen caiF, que presenta un sentido de transcripcion divergente con
respecto a cail) y caif, es expresado desde su propla region promotora-operadora
{Eichler er ai., 1996). El plasmido pGP1-2 contiene el gen de resistencia a kanamicina,

mientras que el pT7-5 el de resistencia a ampicilina. Esta cepa mostrd actividades de
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carnitina deshidratasa y carnitina racemasa que fueron 31 y 75 veces superiores a las de
la cepa silvestre de £. eofi 044 K74, respectivamente. Mediante la utilizacion de esta
cepa recombinante se han alcanzado unos rendimientos en tormo al 70% y 22%
utilizando como sustrato crotonobetaina y D{+}-carnitina, respectivamente, ambos a una

concentracion de 100 mM {Castellar ef ., 2001).

1.2.  Objeto del trabajo.

El estudioc de sistemas de produccion de L{-)-camitina por medios
biotecnologicos presenta un gran interés industrial debido al uso cada vez mayor de este
compuesto en en farmacia. La cepa de £ cofi 044 K74, es capaz de biotransformar
crotonobetaina y L{-}-carnitina bajo condiciones anacrobias en procesos de crecimiento
celular. Ademas, esta cepa puede realizar la biotransformacion de D{+)-camitina en
estado durmiente con las ventajas que ello supone como la facil recuperacion del
producto, evita el efecto negativo de sustratos y/o productos del crecimiento celular, no
son necesarias condiciones estrictas de esterilidad, etc. Recientemente, se han
caracterizado los operones cal y fix del metabolismo de la camitina en £ cofi, lo cual ha
permitido identificar los genes implicados en el proceso de biotransformacion de
crotonobetaina y la racemizacion de D{+)-carnitina. Asi, se ha conseguido la cepa
modificada £ coli K38 pT7-5 KE32. Esta cepa, que emplea un sistema de
sobreexpresion con dos plasmidos, va a permitir disponer de un sistema biologico capaz
de biotransformar crotonobetaina y racemizar D{+}-carnitina con una mayor eficacia.

El objetivo del presente trabajo de Tesis Doctoral se centra en profundizar en el
analisis de una metodologia econdmica y eficaz para la produccion de L{-)-camitina, a
partir de sustratos baratos como crotonobetaina y D(+)-carnitina, utilizando células de
£ coli en estado durmiente. La utilizacion de células en estado durmiente se basa en la
necesidad de conocer los factores fisiologicos y tecnologicos que condicionan el uso de
cste cstado celular en procesos de biotransformacion de la biocatilisis aplicada. El
hecho de que los sustratos D{+}-camitina y crotonobetaina, y el producto de la
biotranstormacion L{-}-carnitina, sean osmoprotectores requicre que se estudie el efecto
de choques osmoticos en el reactor sobre el proceso de produccion ya que no se han
realizado con anterioridad, asi como también realizar estudios de permeabilizacion de la

membrana celular a fin de incrementar el rendimiento del proceso. Ademas, como parte
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de este objetivo, se realiza la caracterizacion de los estados fisiologicos de la célula

durante el crecimiento y el proceso paralelo de biotransformacion de compuestos

trimetilamonio en L{-)-camitina. Todo ello se completa con la determinacion de los

pasos limitantes en dicho proceso de biotransformacion, con el fin de describir la

evolucion de la poblacion bacteriana en dicho estadio y optimizar su uso como

biocatalizador.

Por tanto, para abordar este trabajo se han planteado los siguiente objetivos

parciales:

1.

Optimizar las condiciones de la biotransformacion y de la reutilizacion celular en la
biotransformacian de D{+})-camitina en L{-}-carnitina con £ cofi 044 K74, tanto en
condiciones de crecimiento como en estado durmiente.
Conocer el efecto que provoca el estrés osmaotico en el proceso de biotransformacion
de los compuestos trimetilamonio en L{-)-camitina con células de £. cofi 044 K74
K38 pT7-5 KE32, asi como analizar los transportadores y factores que intervienen
en dicha biotransformacion,
Permeabilizar las células de £, cofi 044 K74 v £ cofi K38 pT7-5 KE32 mediante
diferentes compuestos con el fin de incrementar el rendimiento en la
biotransformacidn de crotonobetaina y D{+)-camitina en L{-}-carmnitina con cé¢lulas
en estado durmiente,
Buscar el punto de union entre el metabolismo primario y el metabolismo de los
compuestos de trimetilamonio en £ coli 044 K74, mediante el analisis de las
enzimas implicadas en el mantenimiento del estado energético y el poder reductor de
las células, con tal de delimitar las dianas sobre las que actuar para modificar los
flujos metabalicos y hacer que éstos fluyan hacia un mayor rendimiento del
bioproceso de transformacion de crotonobetaina y D{+)-carnitina en L{-)-camnitina, y
Aplicar la citometria de flujo al seguimiento de la evolucion de la biotransformacion
realizada por células en crecimiento y en estado durmiente, mediante la
determinacion de la cantidad de ADN, ARN y proteina por unidad de célula y el
conocimiento del estado fisiologico celular de células de £, coli 044 K74 en las
condiciones utilizadas a lo largo del tiempo de estudio.

Todo ello puede permitir abordar la optimizacion del biocatalizador y elegir el

entorno de reactor mas acuerdo al proceso de biotransformacion.
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Oprimizaciin de fo bloransformacton de D+ )-carnitinag en Li-)-carnlting con células duvmientes de
Escherichio coll Q44 K74

2.1. Introduccion. E. coli como productora de Li-)-carnitina.

Escherichia coli 044 K74 puede biotransformar crotonobetaina y D{ +)-camitina
en L{-)-carnitina (Jung ef af., 1987; Seim y Kleber, 1988; Jung y Kleber, 1991; Obon er
ail., 1997, 1999). En la Figura 2.1, esta representado el metabolismo anaerobio de
carnitina en Ascherichia coli. Aungue los mecanismos de reaccion no estan totalmente
establecidos, se conoce la existencia de la enzima carnitina L{-)-deshidratasa, que
cataliza la biotransformacion de crotonobetaina en L{-)-camitina y de la enzima
crotonobetaina reductasa, que lleva a cabo la conversion de crotonobetaina a -
butirobetaina bajo condiciones anaerdbicas y su actividad es inhibida en presencia

oxigeno (Roth er ai., 1994; Kleber, 1997 y Obdn er af., 1999).

o
H,C—N"—CH;
|
CH;
|
HO—C—H
|
CH;
|l
COo0
L{-}camitina
camitina L-carnitina
Taccmasa deshidratasa
o o o
H3C—ITI+— CH, H3C_IT+_ CH; H3C—ITI+— CH;
CHs CHs crotonobetaina CHs
| | reductasa |
H—C—0H CH CH;
| Il =
CH; CH CH;
| ) | ) | )
coo Coo Ccoo
D{+}-carnttina Crotonobetaina v-butirobetaina

Figura 2.1. Metabolismo anaerobio de camnitina en Escherichia coli { Kleber, 1997).
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Ademas, se han postulado la existencia de las enzimas carnitina racemasa, que
catalizaria la biotransformacion de D{+)}-camitina en L{-}-carmitina {Jung &f ai., 1987 y
Jung y Kleber, 1991}, y recientemente la existencia de una D{+)-camitina deshidratasa,
que catalizaria la biotransformacion de D{+)-carnitina a crotonobetaina {Canovas ef al.,
en revision). Estas enzimas son citoplasmaiticas y se inducen anaerobicamente en
presencia de L{-)-camitina y/o crotonobetaina. Este metabolismo no solo se expresa en
celulas crecidas anaerdbicamente sino también, en menor medida, en aerobiosis en
presencia de inductores {Kleber, 1997; Obon ef af., 1997, Elssner ef af., 1999; Canovas
et al., 2002).

Por otro lado, esta aceptado que la utilizacion de compuestos como el fumnarato
como aceptor extemo de clectrones bajo condiciones anacrobias, puede incrementar el
crecimiento celular y/o el rendimiento celular, asi como la induccion de reacciones
dependientes de energia como la produccion de ATP o el transporte activo de
metabolitos {Krdger, 1987). También, el fumarato estimula la sintesis de L{-)-camitina,
disminuyendo la reduccion de crotonobetaina a 4—butirobetaina catalizada por la
crotonobetaina reductasa {Roth ef af., 1994).

Los estudios realizados de la biotransformacion de crotonobetaina en L{-)-
carnitina mediante el uso de enterobacterias concluyeron que £, coli 044 K74 es una de
las mejores cepas productoras de L{-)-camitina { Seim y Kleber, 1988; Jung ef af., 1989;
Jung y Kleber, 1993; Roth er af., 1994).

En el presente capitulo, se incluye el trabajo experimental encaminado a la
optimizacion de las condiciones para realizar la biotransformacion de D{+)-camitina en
L{-}-carmitina con células en estado durmiente de £. ecoli 044 K74, completando asi el
trabajo anteriormente realizado sobre la biotransformacion de D{+)-camitina en L{-}-
carnitina {Castellar & «f., 1998). La optimizacion de la biotransformacion de
crotonobetaina en L{-)-carnitina no se presenta en csta Memoria ya que se realizo con
anterioridad dentro de la linea de investigacion que se desarrolla en nuestro Dpto {(Obon

et @i, 1997; Obon ef aif., 1999, Castellar er of., 2001; Canovas er of , 2001).
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2.2. Resultados y discusion.

2.2.1. Estudios preliminares del sistema de biotransformacion.

Con objeto de seleccionar las mejores condiciones para producir L{-)-camitina,
s¢ cnsayo la biotransformacion tanto con células en crecimiento como en estado
durmiente.

Para analizar la biotransformacion con células en crecimiento se realizaron
cuatro ensayos, dos en acrobiosis con y sin inductor, respectivaments; y dos en
anaerobiosis, también en presencia y ausencia de inductor. Los procesos se realizaron en
medio complejo {descrito en Materiales y Métodos), con D{+}-camitina 100 mM como
sustrato de la biotransformacion y crotonobetaina 35 mM como inductor, a una
temperatura de 37 °C.

En los ensayos realizados con células en crecimiento tanto en acrobiosis como
en anacrobiosis y en ausencia de inductor, no se detectdo L{-)-camnitina. Aungque en
presencia de inductor, se produjeron 6 mM de L{-)-camitina en el ensayo aerobio y 12
mM en el anacrobio, en tiempos de 30 y 10 horas, respectivamente, la concentracion de
D(+)-camitina se mantuvo en su valor inicial de 100 mM, pero sin embargpo, disminuyo
la concentracion de crotonobetaina que se habia adicionado como inductor de la sintesis
enzimatica. Es decir, las células en crecimiento fueron capaces de transformar la
crotonobetaina en L{-)-camitina, como se ha descrito previamente {Seim y Kleber,
1988), pero fueron incapaces de biotranstormar D{+}-camitina en L{-}-camitina, bajo
estas condiciones.

Teniendo en cuenta estos resultados, se analizo la biotransformacion de D{+)-
carnitina con células en estado durmiente {ver Materiales y métodos). Se realizaron dos
ensayos de biotransformacion paralelos, en presencia y ausencia de oxigeno
respectivamente. La concentracion celular en ambos ensayos se mantuvo constante a lo
largo de todo el proceso. Los valores de biotransformacion obtenidos se recogen en la
Tabla 2.1. Como se puede observar, hubo una mayor produccion de L{-)-camitina en el
sistema aerobio que en el anaerobio. En anacrobiosts, la velocidad de produccion de Li-
J-carnitina fue menor, aunque ¢l tiempo invertido en alcanzar el maximo fue mas corto
que en aerobiosis. En cambio, el sistema aerobio permitio alcanzar valores ligeramente
mas altos de velocidad de produccion de L{-}-camitina, productividad y mayor

rendimiento, y por tanto, una mayor concentracion final de L{-}-camitina producida.
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Ademas, los rendimientos en producto obtenidos son comparables con los
referenciados en trabajos anteriores con células durmientes de £. coli ¥ utilizando como
sustrato de biotransformacion D{+)-carmitina 100 mM, un pH de 7,5 a 37 °C y en
condiciones acrobias, donde se han descrito valores del 40% bajo estas condiciones

{Jung y Kleber, 1991}.

Tabla 2.1. Parametros de la biotransformacion de D{+)-camitina en L{-)-camitina
obtenidos con células de £ cofi 044 K74 en estado durmiente bajo condiciones
acrobias y anacrobias.

Condiciones de Velocidad de
biotransformacion produccion Rendimiento  Productividad*
(g1 h™N (%) (gl"h™)
Aerobiosis 0,47 40 0,22
Anaerobiosis 043 25 0,13

*Los valores de productividad fueron calculados a las 30 h del inicio del proceso de
biotransformacion.

Teniendo en cuenta estos resultados, se selecciond, para producir L{-)-camitina a
partir de D{+)-carnitina, la condicion de aecrobiosis como la mejor con ceélulas

durmientes.

2.2.2, Optimizacion de la fase de crecimiento e induccion enzimatica,

Para determinar las condiciones optimas de induccion de las enzimas
responsables de la biotransformacion, se estudio el efecto del oxigeno, la presencia o
ausencia de inductor durante la fase de crecimiento celular, asi como el tiempo de
incubacion de las células en el medio de crecimiento.

En los ensayos realizados en presencia de inductor no hubo diferencia entre
inducir con L{-}-carnitina o con crotonobetaina, por lo que en la Figura 2.2 salo se
recogen los resultados de la biotransformacion en presencia y ausencia de
crotonobetaina. Como se puede apreciar, en presencia de oxigeno y sin inductor la
produccion de L{-)-camitina fue muy baja, alcanzando un valor maximo de 4 mM al
final del ensayo. La presencia de inductor en aerobiosis y ausencia de inductor y
condiciones anaerobias en la etapa de crecimiento permitieron obtener una Thayor

produccion de L{-}-camitina, que estuvo en tormo a 20 mM. Sin embargo, el efecto
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conjunto de las condiciones anacrobias y de la presencia de inductor, condujo a los
mejores resultados, alcanzindose una concentracion maxima de L{-)-camnitina de 40
mM. El metabolismo de L{-}-camitina en £, coli esti relacionado con condiciones
ambientales anacrobias. Segun éstos resultados, el efecto conjunto de anacrobiosis y
presencia de inductor, estimularia la sintesis de las enzimas implicadas en el

metabolismo de L{-)-camitina.

Figura 2.2, Produccion de L{-)-carnitina con células de £ col/i 044 K74 en estado
durmiente previamente crecidas en ausencia (O, By y presencia (O, @) de
crotonobetaina como inductor, bajo condiciones acrobias y anacrobias, respectivamente.

Ademsas de la presencia de inductor y de la ausencia de oxigeno, es necesario
establecer el tiempo de crecimiento dptimo de las células. Para ello se crecieron las
celulas en presencia de inductor v de las condiciones anacrobias anteriormente
seleccionadas, y se recogieron las células en distintos tiempos de crecimiento y se

resuspendieron con el sustrato a biotransformar. Como se puede apreciar en la Figura
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2.3, ¢l metabolismo de los compuestos de trimetilamonio coincide con la manifestacion
del metabolismo primario durante el mayor crecimiento celular, ya que al recoger las
celulas después de la fase exponencial de crecimiento {12-15 horas), se produjo una
disminucion de los rendimientos de biotransformacion paralelo al descenso de la
viabilidad celular, llegando a perder practicamente su actividad catalitica tras 6 dias de
cultivo. Estos resultados coinciden con los obtenidos en los apartados 5.2.1 y6.2.2 de la
presente Memoria, en donde se demuestra que existe una concentracion maxima de
proteina, ADN, ARN y de las enzimas del metabolismo de L{-}-carnitina por unidad de

celula en dicho estadio celular.

Figura 2.3. Produccion de L{-}-camitina {®} y viabilidad celular {l) con celulas de
£ coli 044 K74 en estado durmiente, creciendo en medio complejo anaercbio en
presencia de inductor y realizando la biotransformacion tras recoger las células a
diferentes tiempos.

Asi, las condiciones seleccionadas como dptimas de crecimiento e induccion
enzimatica en £. coli 044 K74 fueron: ausencia de oxigeno, presencia de inductor ¥ una

recogida de las celulas del medio de cultivo en la fase exponencial de crecimiento (15
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horas). Puesto que no hubo diferencia entre L{-)-camnitina y crotonobetaina como

inductor, se selecciono este ultimo dado que su coste es mas bajo.

2.2.3. Optimizacion de la fase de biotransformacion.

El pH y la temperatura influyen en el tranporte de L{-}-camitina y otras betainas
al interior celular en Escherichia coli {(Jung ef ai., 1990b) y también en la actividad de
las enzimas implicadas en el metabolismo de la camnitina, camitina deshidratasa y
crotonobetaina reductasa {Jung er af., 1989; Roth et of., 1994). Por lo que es necesaria la
optimizacion de estas variables en el sisterna de biotransformacion, adn cuando las

enzimas estén protegidas por la estructura celular en el medio de reaccion.
2.2.3.1. Determinacidn del pH dptimo.

Se estudio la biotransformacion en un rango de pH comprendido entre 6 y 8. Se
realizaron 4 ensayos utilizando tampon fosfato potasico para los valores de pH 6, 7, 7,5
y &, respectivamente. Debido a que a pH 8 el tampon fosfato potasico esta en el limite
de su capacidad tamponadora se realizo un ensayo adicional, también a pH &, utilizando
tampon Tris-ClH. Como se puede observar en la Tabla 2.2, a pH 8 con tampon Tris, la
produccion de L{-)-carnitina fue la mdas baja de los cinco ensayos realizados,
abteniéndose menos del 13 % de rendimiento y una productividad de 0,07 g ' h™,
mientras que con tampon fosfato potasico, se alcanzaron concentraciones mas altas de
producto para los valores de pH ensayados, siendo el pH 7,5 el que condujo a la mayor
produccion de L{-)-camitina. A este valor de pH se obtuvieron también los megjores
valores de rendimiento {40%) y productividad (0,22 g 1"'h™".

Las velocidades de produccion de L{-}-camnitina también fueron mayores con
tampon fosfato potasico que con tampon Tris, alcanzando el valor més alto apH 7.5. En
nuestro sisterna de biotransformacion actda la enzimna Cal D {actividades enoil-CoA
deshidratasa y D{+)-carnitina racemasa). Por ello, estos resultados son coincidentes con
el comportamiento de dicha enzima frente al pH {Jung er &f., 1989}, puesto que la L{-)-
carnitina deshidratasa purificada muestra muy poca actividad con tampon Tris, v la
maxima con tampon fosfato potasico. Sin embargo, el maximo de actividad con la
enzima libre en suspension esta descrito a pH &, mientras que en nuestro sistema con
celulas intactas, la mejor biotransformacion se obtuvo a pH 7,5. El hecho de trabajar

con células intactas pudo ser el origen de esta diferencia.
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Tabla 2.2. Parametros de la biotransformacion con células de £. coli 044 K74 en estado
durmiente bajo distintos pHs y tampones.

Velocidad de
Tampon pH produccion Rendimiento Productividad*
(gl h™) %) (gl h™)
Fostato potasico 6,0 0,44 31 0,17
Fostato potasico 7,0 0,45 37 0,20
Fosfato potasico 1.5 0,47 40 0,22
Fostato potasico 8,0 0,36 22 0,12
Tris 8,0 0,15 13 0,07

* Los valores de productividad fueron calculados a las 30 h del inicio del proceso de
biotransformacion.

En cualquier caso, esta coincidencia de comportamiento frente al pH podria
evidenciar, ademas, que el transporte de L{-}-carnitina es tambieén dependiente de pH,
siendo el optimo a pH 7,5 con tampon fosfato potasico (Jung ef @f., 1980}, valor que

coincide con el obtenido en nuestro sisterna como optimo.

2.2.3.2. Temperatura dptima de biotransformacion,

Para estudiar el efecto de la temperatura se realizaron dos series de ensayos, una
con 100 mM de D{+)-carnitina como sustrato de biotransformacion a 25, 37 y 40 °C,
respectivamente, y otra con 500 mM a 25 y 37 °C. Esta ultirna concentracion se ensayo
para comprobar st un aumento en la concentracion de sustrato podia conducir a un
incremento en la productividad y observar a la vez la dependencia del efecto de la
temperatura. Se tomaron muestras a lo largo del tiempo y se determing la L{-)-carnitina
producida. Los resultados de los ensayos se recogen en la Tabla 2.3. Como se puede
observar los mejores resultados en produccion de L{-}-carmitina se obtuvicron a 37 °C,
valores de temperatura superiores o inferiores a é€sta, condujeron a una menor
produccion. Esta ultima observacion se deduce también a partir de los parametros de
biotransformacion, donde la maxima productividad, rendimiento y wvelocidad de
produccion se obtuvieron a 37 °C. Estos resultados son coincidentes con los publicados
por otros autores relativos al efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima L{-

J-camitina deshidratasa, la cual, una vez purificada, tienc una temperatura optima
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comprendida entre 37 y 40 °C {(Jung e «f., 1989), y sobre el transportador de L{-}-
carnitina, que también muestra su maxima actividad a 37 °C {Jung ef af., 1990).
Teniendo en cuenta estos resultados la temperatura optima para la operacion del sistema
fue de 37 °C, por lo que se selecciono este valor para posteriores ensayos.
Adicionalmente, se estudio la produccion de L{-)-camitina a una alta
concentracion de sustrato {500 mM). La temperatura influyd en la velocidad inicial de
produccion de L{-)-camitina, pero, en el intervalo de tiempo estudiado, la concentracion
final alcanzada fue la misma en los dos sisternas, por lo gue el rendimiento y la
productividad fueron iguales a 25 y a 37 °C. Por tanto, ¢l sistema mostrd una baja
dependencia de la temperatura a alta concentracion de sustrato. Por otro lado, la maxima
concentracion de L{-)-carnitina producida tanto a 25 como a 37 °C fue mayor que con
100 mM de sustrato, incrementandose la productividad casi tres veces. Sin embargp, el
rendimiento en producto obtenido descendio a 1la mitad, quedando un 78 % del sustrato

inicial sin consumir {Tabla 2.5).

Tabla 2.3. Parametros de la biotransformacion con células de £ cofi 044 K74 en
estado durmiente bajo distintas temperaturas y concentraciones de sustrato.

Condiciones de biotransformacion Velocidad de
Produccion Rendimiento  Productividad®

Temperatura D{+)-carnitina o R
{°C) (mM) gl h) (%) (gl h7)
25 100 0,22 34 0,18
37 100 047 40 0,22
40 100 041 30 0,16
25 500 1,21 22 0,60
37 500 245 23 0,60

* Los valores de productividad fueron calculados a las 30 h del comienzo del proceso de
biotransformacion.

Esta respucsta inversa de la variacion entre productividad y rendimiento al
incrementar la concentracion de sustrato es habitual en este tipo de sistema, y conduce a
fijar la concentracion de sustrato optira en funcidn de las necesidades de consumir todo
¢l sustrato u obtener un maximo de concentracion de producto.

Estos resultados son importantes para una posible aplicacion industrial del
proceso, ya que la temperatura de trabajo es una variable que afecta en gran medida los

costes de produccion. Asi, se ha demostrado que el sistema puede alcanzar una
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productividad de 0,60 g 1 h' a temperatura ambiente, suministrando una alta
concentracion de sustrato (500 mM), aunque quedaria una fraccion importante de éste

sin CONsSUmIL.

2.2.3.3. Efecto del fumarato.

El fumarato es utilizado por bacterias entéricas como aceptor extemo de
electrones bajo condiciones anaerobias (Cole er @i, 1985, Kroger, 1987). Se ha
comprobado que en células de £, coli provoca un aumento en el crecimiento celular
cuando éstas se cultivan bajo condiciones anaerobias {Jung er «f., 1987; Obon er al.,
1997). Relacionado con el metabolismo de la L{-}-carnitina, el fumarato actda como
aceptor extermo de electrones, evitando la reduccion de crotonobetaina a v-butirobetaina
y favoreciendo con ello la formacion de L{-}-carnitina a partir de crotonobetaina por
actuacion de la enzima L{-)-camitina deshidratasa {Jung er af., 1987). Ademas, se han
estudiado varios sistemas de produccion de L{-)-camitina con £ eoli 044 K74 en
presencia de fumarato bajo condiciones anacrobias {(Seim y Klcber, 1988, Roth ef i,
1994, Obon ex aif., 1999).

A pesar de que nuestro sistema es aerobio y el paso de crotonobetaina a -
butirobetaina estd bloqueado al inactivarse la enzima crotonobetaina reductasa en
presencia de oxigeno, se decidio estudiar el efecto del fumarato en el medio de
biotransformacion. Se realizaron cuatro ensayos, dos de ellos con 100 mM de D(+)-
carnitina en presencia y ausencia de 50 mM de fumarato, respectivamente y otros dos
con 500 mMde D{+)-camitina también en presencia y ausencia de 50 mM de fumarato,
respectivamente. Las condiciones de ensayo fueron: estado durmiente, concentracion de
biomasa 4,2 g/l, condiciones aerobias, pH 7,5 y 37 °C. Se tomaron muestras con el
tiempo a las que se les determing la L{-}-carnitina producida y se siguid la variacion del
pH a lo largo del ensayo. La Figura 2.4 muestra la evolucion del pH en presencia y

ausencia de 50 mM de fumarato con 100 mM de D{+)}-carnitina.
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Figura 2.4, Variacion del pH durante la biotransformacion con células de £. coli 044
K74 en estado durmiente con 100 mM de D{+)-carnitina, 4,2 g/l de biomasa, 37 °C, pH
inicial 7,5 y condiciones acrobias, en presencia de fumarato 50 mM{®) y en su ausencia

().

Como se puede observar en la Figura 2.4, la presencia de fumarato produjo un
incremento en el pH del medio durante la biotrans formacion con ambas concentraciones
de D{+)-carnitina, alcanzindose valores hasta de pH 9 al final del ensayo. Por el
contrario, en ausencia de fumarato en el medio de biotransformacion no se modifico el
pH del medio.

Por otro lado, al igual que en el estudio de temperatura, aqui también se realizo
un ensayo paralelo con una alta concentracion de sustrato {500 mM)}, a fin de comprobar
s1 se podia mejorar la produccion de L{-)-carnitina. La Tabla 2.4 muestra la produccion
de L{-}-camnitina en presencia y ausencia de fumarato con 100 y 500 mmol 17 de D(+)-
carnitina. Como se puede observar, el fumarato no afectd significativamente a la
produccion de L{-}-carnitina a concentraciones bajas de D{+}-camnitina, mientras que a

concentraciones altas, se produjo un aumento en la formacion de L{-)-carnitina. El
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fumarato no modifico la velocidad de produccion de L{-}-carnitina a cada concentracion
de sustrato ensayada, aunque a 500 mM esta velocidad fue mayor que a 100 mM de
sustrato {Tabla 2.4).

Ademas, la presencia de fumarato no afectd a los valores de biotranstormacion
del sistema con 100 mM de sustrato. Sin embargo, produjo un incremento del
rendimiento en L{-}-camitina del 22 al 31 % a 500 mM de sustrato, incrementandose la
productividad 4 veces. Por tanto, se puede establecer que el fumarato favorecio el
desarrollo del proceso a altas concentraciones de sustrato al actuar probablemente como
sustrato encrgético, tal como ha sido descrito previamente (Castellar ef af., 1998).

En otros trabajos realizados y utilizando crotonobetaina 35 mM como sustrato de
la biotransformacion, no se observaron diferencias significativas en presencia y
ausencia de fumarato (Obon et af., 1997). Estos resultados son comparables a los
obtenidos en nuestro sistema utilizando 100 mM de D{+)-carmtina, ya que el fumarato
s0lo mostrod un efecto significativo cuando la concentracion de sustrato fue mas alta.
Tabla 2.4. Parametros de la biotransformacion en presencia y ausencia de fumarato con

distintas concentraciones de sustrato.

Condiciones de biotransformacion  Velocidad de
produccion  Rendimiento  Productividad*

D{+)-carnitina Fumarato o e
(mM) fmM) (gl h') (%) (gl h™)

100 0 047 40 0,22

100 50 047 40 0,22

500 0 245 22 0,59

500 50 245 31 0,83

*Los valores de productividad se calcularon a las 30 h del inicio del proceso de
biotransformacion.

Por otro lado, otros autores han descrito que utilizando 500 mM de D{+)-
carnitina obtuvieron un rendimiento del 17 % en ausencia de fumarato (Jung y Kleber,
1991}. Estos resultados se han mejorado ligeramente en el presente trabajo al aumentar

el rendimiento al 22 %%,
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Con los datos obtenidos anteriormente y dado que a concentraciones altas de
sustrato se produjo un aumnento en los valores de la biotransformacion en presencia de
fumarato, se decidio estudiar la biotransformacion con 500 mM de D{+}-camnitina en
presencia de distintas concentraciones de fumarato. Para cllo se realizaron cuatro
ensayos en un rango de concentracion de fumarato de 0 a 200 mM. Se tomaron
muestras con ¢l tiempo y se determind la L{-)-camitina producida. Los resultados de

produccion de L{-}-carnitina quedan recogidos en la Figura 2.5.
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Figura 2.5. Produccion de L{-})-camitina con £. cofi 044 K74 en estado durmiente en
ausencia de fumarato (1) y con fumarato 50 (@), 100 (v) y 200 mM {(z). La
biotransformacion se realizo con 500 mM de D{+)-camitina, 4,2 g/l de biomasa, en
condiciones aerobias, pH 7,5 y 37 °C

Al aumentar la concentracion de fumarato se produjo un incremento progresivo
en la produccion y el rendimiento en L{-}-carnitina, alcanzindose un rendimiento en

producto maximo del 41 % y una productividad de 1,10 g 1"h” con 200 mM de

fumarato. Asi, bajo estas condiciones, se amortiguo ¢l efecto de caida del rendimiento al

33



Capituio 2

aumentar la concentracion de sustrato, observado en los ensayos anteriores;
alcanzandose valores de rendimiento en L{-}-carnitina proximos a los obtenidos con 100
mM de sustrato, aunque con una productividad 5 veces superior. Este efecto positivo de
fumarato pudo ser debido a que las células lo incomporan en su metabolismo y como
consecuencia reducen moléculas {(NADH, FADH;). Estos resultados coinciden con los
obtenidos en estudios posteriores, donde se observd un aumento considerable en la
relacion de NADH/NAD durante la biotransformacion en presencia de fumarato
respecto de su ausencia. Por lo tanto, puede postularse que el fumarato podria ser
tomado por células e incorporado en el metabolismo celular, con un aumento
consiguiente en la concentracion de coenzimas reducidos (NADH, FADH;), que a la
vez proveetia de una disponibilidad mayor de energia usada por ¢l sistema de transporte
de carnitina o ¢l mantenimiento del proceso. Ademas, el incremento de NADH vy
FADH,; podria explicar el incremento del pH del medio en que se encuentran las
celulas, que intentan equilibrar su pH intemo a costa de variar el externo {Figura 2.4}.
Estas condiciones significaron que la concentracion de producto producido vy la
productividad aumentaran de manera considerable de 40 mol 17 a 205 mal 17 y de 0,22
g1"h' a1,10 g I h', respectivamente, por lo que se consigue asi una importante

mejora en la productividad del proceso.
2.2.3.4. Efecto de otros sustratos energéticos.

La adicion de sustratos tales como el fumarato durante el estado durmiente
puede ayudar a la célula a mantener el proceso de transporte, asegurando una
estabilidad catalitica mayor, una mayor integridad celular y la posibilidad de aumentar
¢l tiempo de ensayo del proceso. Por lo tanto, es necesario el estudio adicional de otros
sustratos energéticos con el fin de mejorar el uso de células durmientes que poseen un
sistema de transporte de sustrato dependiente de energia que limita el bioproceso. Asi,
s¢ estudiaron los efectos en la biotransformacion de D{+)-camitina en L{-}-carnitina de
los siguientes compuestos: citrato, glicerol y acetato, todos a la misma concentracion
seleccionada como optima para el fumarato (200 mM). Se tomaron muestras con el
tiempo a las que se les determind la L{-}-carnitina producida y se siguio la variacion del

pH a lo largo del proceso.
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Tabla 2.5. Efecto de sustratos energéticos en la biotransformacion de D{+)-camitina
500 mmol |l en L{-)-camitina con células de £. cofi 044 K74 en estado durmiente.

Sustrato energético pH' Velocidad de
Produccion  Rendimiento  Productividad®

{200 mM) CAN i¥s) gl'h)
Control 7.5 2.45 22 0,59

Fumarato g.1 3.50 41 0,83
Citrato 7.5 2.45 22 0,59
Acetato 9.1 2.45 22 0.59
Glicerol 7.5 2.05 10 0,30

"pH al final del proceso de biotransformacion.
‘Los valores de productividad se caleularon a las 24 h del inicio del proceso de
biotransformacion.

Como se puede apreciar en la Tabla 2.5, el citrato y el acetato no produjeron
aumento en la biotransformacion, en cambio el glicerol condujo a una disminucion
significativa en el rendimiento del proceso (10%). Por otro lado, el pH del medio al
utilizar acetato tuvo un comportamiento similar al obtenido con fumarato, mientras que

la adicion de glicerol y citrato no altero el pH a lo largo de todo el proceso.

2.2.4. Andlisis de los metabolitos implicados en la biotransformacion.

Con objeto de determinar las etapas enzimaticas posiblemente implicadas en el
proceso de biotransformacion, se estudio la produccion de otros metabolitos distintos al
sustrato  D{+)-carmitina y al producto L{-}-camitina. Asi, en el medio de
biotransformacion se analizaron los metabolitos implicados en la biotransformacion con
100 mM de D{+)-camitina a pH 7,5, 37 °C, una biomasa de 4,2 g/l y bajo condiciones
aerobias. Se tomaron muesiras a lo largo del proceso y se realizo un analisis por HPLC
para determinar la camitina total, la crotonobetaina, la y-butirobetaina y otros
compuestos relacionados estructuralmente con éstos. No obstante, solo se detecto la
presencia de carnitina y crotonobetaina. En la Figura 2.6, se representan los resultados
de los metabolitos analizados.

La ausencia de y-butirobetaina esta claramente justificada debido a que bajo

condiciones aerobias la enzima responsable de su formacion, crotonobetaina reductasa,
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estd inhibida. Sin embargo, si hubo produccion de crotonobetaina, que llego
aproximadamente a 30 mM. Aunque se ha postulado la existencia de una enzima
carnitina racemnasa {Jung y Kleber, 1991) que catalizaria la biotransformacion de D{+}-
carnatina a L{-)-camnitina, la presencia de crotonobetaina evidencia la existencia de una
actividad camitina deshidratasa. Teniendo €sto en cuenta, la biotransformacion podria
ocurrir por la accion conjunta de dos enzimas D{+)-camitina y L{-}-camitina
deshidratasas. La D(+)-camitina deshidratasa deshidrataria D{+)-carnitina para producir
crotonobetaina, que a su vez seria hidratada estereoselectivamente por la L{-)-carnitina

deshidratasa presente en £ cofi 044 K74 dando lugar a la formacion de L{-)-camitina.

Figura 2.6. Variacion de la concentracion de los metabolitos detectados en la
biotransformacion de D{+)-camitina a L{-}-carnitina. D{+)-camitina {®), L{-}-carnitina
(M) y crotonobetaina (o).
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2.2.5, Optimizacion del uso de las células durmientes.
223 1. Estabilidad de las céiulas al almacenamienio.

Dado que la obtencion de células en estado durmiente es un proceso laborioso y
costoso en cuanto al tiempo invertido, es importante conocer la estabilidad de las
mismas al almacenamiento una vez que han sido crecidas y recogidas. La actividad
celular se comprobo realizando la biotransformacion en las condiciones seleccionadas
como optimas a distintos intervalos de tiempo de almacenamiento. El rendimiento en
producto respecto al inicial obtenido en las sucesivas biotransformaciones se expresa en
la Tabla 2.6. Como se puede observar, el rendimiento en producto disminuyo

rapidamente en los primeros dias de almacenamiento, manteniéndose a partir del sexto

dia.

Tabla 2.6. Parametros de la biotransformacion con células de £ eoli 044 K74 en
estado durmiente almacenadas a 4 °C, durante distintos intervalos de tiempo.

Almacenamiento Biomasa  Velocidad de
produccion  Rendimiento  Productividad*

(d) (g1 (gl h") (%) (gl h™)
0 4,15 0,47 15 0,23
1 4,15 0,50 34 0,23
2 4,05 0,56 3] 0,21
6 3,98 0,61 27 0,18
8 3,94 0,91 27 0,18
15 3,94 0,93 27 0,18
21 3,39 0,96 26 0,17
34 3,15 1,18 26 0,17
65 2,25 1,76 23 0,15

*Los valores de productividad se calcularon a las 24 h del inicio del proceso de
biotransformacion.

La wvelocidad de produccion de L{-)-camnitina aumentd con el tiempo de
almacenamiento, al mismo tiempo que se producia una disminucion en la concentracion

de biomasa. Este efecto pudo ser debido a la rotura de las células con la consiguiente
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salida al exterior de las enzimas implicadas en el metabolismo de la camitina, lo que
incrementaria la velocidad de reaccion bien por una mayor accesibilidad del sustrato a
la enzima, o bien por no depender la biotransformacion del transporte de sustrato hacia
el interior celular. Con respecto al rendimiento en producto y a la productividad, ambos
parametros  disminuyeron con el tiempo de almacenamiento, como consecuencia
probablemente de la perdida de actividad de las enzimas implicadas en el proceso. No
obstante, tras la primera caida brusca, el rendimiento se mantuvo durante varios dias por
encima del 65 % del inicial. Asi, al cabo de 34 dias, las células almacenadas
conservaban un 75 % de su actividad inicial, manteniéndose este valor por encima del
65 % tras 65 dias de almacenamiento, lo que puso de manifiesto la posibilidad de
almacenarlas una vez producidas, durante periodos de tiempo prolongados conservando

gran parte de su actividad biotransformadora.

2.2.5.2. Reutilizacicn celular v ciclos de biotransformacicn/regeneracion

celuiar,

Para un mejor aprovechamiento de las células, se realizd un estudio de
reutilizacion celular. Asi, las células se sometieron a periodos de biotransformacion bajo
las condiciones seleccionadas como optimas a intervalos de tiempo de 24 horas. Se
escoglo este periodo de tiempo ya que a dicho valor se alcanzaba practicamente un
rendimiento en producto muy proximo al maximo.

Despues de cada ciclo de biotransformacion de 24 horas, las células se
recogieron mediante centrifugacion y se resuspendieron en medio de biotransformacion
fresco. Se realizaron dos ensayos paralelos, uno a concentraciones bajas de Di+)-
carnitina {1 00 mM)} y otro a concentraciones altas (500 mM) con fumarato 200 mM. Se
realizaron 2 reutilizaciones en cada ensayo, tomando muestras a lo largo del tiempo y
analizando la L{-}-carmtina producida. La Figura 2.7, recoge el rendimiento en producto
respecto al inicial obtenido en cada biotransformacion. Como puede observarse, hubo
una caida brusca del rendimiento, siendo éste inferior al 50 % del inicial ya en la
primera reutilizacion. Esta caida fue mas pronunciada para el ensayo realizado a alta
concentracion de sustrato. Segin estos resultados, la reutilizacion celular no condujo a
un buen mantenimiento del rendimiento en producto.

Debido a que no se consiguiod mantener el rendimiento por encima del 50% del

valor inicial en los ciclos de reutilizacion celular, se decidio estudiar la
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biotransformacion realizando ciclos sucesivos de biotransformacion/regeneracion
celular. Para ello, se hicieron crecer las células durante & horas en medio complejo bajo
condiciones optimas de induccion enzimatica a 37 °C, tras cada proceso de
biotransformacion de 24 horas, con lo cual las células se recuperaron, pudiendo
sintetizar el material celular deteriorado y nuevas enzimas 1mplicadas en la
biotransformacion. Tras cada fase de regeneracion celular, se realizd una nueva

biotransformacion tomando muestras a lo largo del tiempo y analizando la L{-})-carnitina

100

80

60

40

Rendimiento (%)

20

0 | | | |
0 1 P 3 4 5

Reutilizacion {n°)

producida.

Figura 2.7. Rendimiento en producto respecto al inicial en funcidn del ndmero de
reutilizaciones sin regeneracion celular, en un sistema con 100 mM de sustrato (@) y

con 500 mM de sustrato y 200 mM de fumnarato (o), ¥ con regeneracion celular en un
sistemna de 100 mM de sustrato (H).

Este sistema semicontinuo permitio reducir en un 25 % el tiempo invertido en
cada ctapa de biotransformacion, al sustituir la fase de crecimiento celular de 16 horas,

por una de regeneracion de 6 horas de duracion.
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Por otro lado, en ¢l sistema semicontinuo se empled un tiempo de 160 horas en
realizar los cinco ciclos de biotransformacion/regeneracion celular y se obtuvo una
productividad global del proceso de 0,15 g 1" h™'. Por el contrario, si se realizaran cinco
biotransformaciones independientes se emplearia un tiempo de 200 horas y se obtendria
una productividad global del proceso de 0,16 g 1" h' | lo cual indica que los ciclos de
regeneracion conducen a un ahorro de tismpo y de trabajo, al mismo tiempo que no se

perderia nada en la productividad global del proceso.

2.3. Conclusiones.

1. Las condiciones optimas de crecimiento ¢ induccion enzimatica en £ cofi 044
K74 fueron: ausencia de oxigeno, presencia de inductor (L{-)-carnitina o

crotonobetaina) y un estadio celular en fase exponencial de crecimiento.

2. Las condiciones optimas de biotransformacion fueron: presencia de oxigeno, pH
7.5 y 37 °C. Bajo estas condiciones se obtuvieron rendimientos en producto del 40
% vy productividades de 0,22 g 17 h”', después de 30 horas de inicio de la
biotransformacion. No obstante, el tiempo de biotransformacion se puede reducir
a 24 horas, lo que conlleva una disminucion del rendimiento al 35 % y un

incremento ligero de la productividad a 0,23 g 17 h™.

3. La adicion de fumarato al medioc de biotransformacion se manifiesta en un
aumento de la productividad hasta 1,10 g 1" h”', con un rendimiento del 41 %, a

altas concentraciones iniciales de sustrato {500 mM).

4. Las celulas en estado durmiente fueron estables al almacenamiento, manteniendo
el 75 % de su actividad inicial después de 65 dias, conservadas a 4 °C en ausencia

de nutrientes.

5. La realizacion de ciclos de biotransformacion/regeneracion celular permitio
obtener un sistema capaz de funcionar repetidas veces conservando altos niveles

de actividad celular.
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3.1 Introduccion.

El papel de la carmnitina en £ cofi es de proteccion de la célula ante choques
osmaticos, ¥ tanto ella como la crotonobetaina y la v-butirobetaina se han aplicado
como osmoprotectores (Jung e af, 1990a y 2002). La respuesta fisiologica de
Escherichia coli a un incremento de la osmolaridad en el medio de crecimiento, es un
aumento de la presion osmatica en el interior celular para evitar asi su deshidratacion
{Le Rudulier ef i, 1984). Se han realizado gran numero de trabajos dedicados al
estudio de la osmorregulacion en £ cofi (Martinac er af., 1990; Sigiura er of, 1994;
Sukharev ef af., 1997; MacMillan et «f., 1999). En general, las células responden al
incremento de la osmolaridad reteniendo agua mediante la acumulacion de algunos
solutos a altos niveles, mediante transporte del medio exterior o por sintesis de novo
{Wicland ef &/, 1985; Martinac ef «f., 1990; Csonka, 1991; Verheul ef af., 1995). Estos
osmorreguladores, también llamados osmoprotectores o solutos compatibles, incluyen
al ion K, a aminoacidos {p. j. glutamato y prolina), polioles {p. gj. trehalosa y glicerol)
y otros solutos organicos con propiedades de iones dipolares (p. g. glicina betaina, -
butirobetaina, crotonobetaina y carmitina) (Kempf y Bremer, 1998). Las fases de
osmoadaptacion en £ cofi han sido ampliamente revisadas {(Csonka, 1991 y Wood,
1999).

Las bacterias entéricas responden al estrés osmotico por medio de la entrada de
osmoprotectores a traves de la membrana citoplasmatica que posee dos transportadores:
ProP y ProU. Estos sisternas se han presentado como responsables de la acumulacion de
prolina y betaina bajo condiciones hiperosmoticas. El transportador ProP, es un
transportador  simparte soluto compatible/H® y su actividad es dependiente de K”
{Caimey ef af., 1985; Csonka, 1991; MacMillan er «f., 1999). En cambio, el sistema
ProU pertenece a los sistemas de transportadores dependientes de ATP, siendo el
transporte ediado por betaina estimulado a nivel de la expresion genética por una alta
osmolaridad (Csonka, 1991). Ademas, ambos sistemas, ProU y ProP, estan implicados
en el transporte de carnitina y otras betainas bajo altas osmolandades {(Verheul ef of.,
1988). Por otra parte, la proteina CaiT es un transportador antiporte de L{-}-camitina y
y-butirobetaina en £, coli {(Jung & @f, 2002), aunque se ha observado que el
transportador CaiT no juega un papel significante en la osmoregulacion {Verheul, ef af.,

1998). Tambien, £ cofi contiene canales 10nicos mecanosensitivos en la membrana
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plasmatica, que responden ante cambios osmoticos en ¢l medio de crecimiento. Los
mejores osmosensores estudiados son las proteinas KdpD y MscL (Sigiura. et af., 1994,
Sukharev e af.,, 1997). Tambieén, los compuestos anfipaticos como clorpromazima se
intercalan en la bicapa lipidica, simulando el mismo efecto que provocaria una subida
osmatica que afectaria a la fosforilacion y por consiguiente a la activacion de las
proteinas KdpD y MscL, de manera similar a lo que ocurriria ante un aumento en la
osmolaridad del medio {Glassker ef af., 1998; Poolman y Glaasker, 1998).

En la actualidad no existe informacion disponible de como afecta el estres
osmotico a las células durante las biotransformaciones en estado durmiente, mas aun
cuando los sustratos y los productos pueden actuar como osmoprotectores. Teniendo en
cuenta los conocimientos recientes sobre el papel de la carmitina y de los transportadores
de compuestos relacionados, las biotranstformaciones con células en estado durmiente se
podrian mejorar y/o acelerar ajustando apropiadamente las condiciones de entrada y de
salida de sustratos y productos. Asi, el objetivo principal de este trabajo s ¢l de analizar
la biotransformacion de D{+)-camitina y crotonobetaina en L{-}-carnitina por células
durmientes de dos cepas de £.coli una silvestre y otra transformada, que sobreexpresa
las enzimas L{-)-camnitina deshidratasa y carnitina racemasa, bajo diferentes condiciones
de estrés osmatico. Para ello, se han analizado las condiciones optimas de
biotransformacion estimulando los transportadores de compuestos de trimetilamonio,
mediante el crecimiento de las células en condiciones de un aumento de la osmolaridad
en presencia y ausencia de crotonobetaina como inductor del metabolismo de L{-}-
carnitina. Se estudio el efecto del estrés osmatico sobre la cinética de transporte de L{-)-
carnitina en ambas cepas de £. cofi, con el fin de obtener mas informacion sobre el
proceso de biotranstormacion. Durante el transporte, ademas se ha determinado el
efecto de agentes modificadores de grupos sulfidrilos tales como el Pb, Cu y el Hg y
analogos de fosfato como el arsenato y el vanadato en presencia y ausencia de estrés
osmotico. Finalmente, se ha utilizado el ensayo de la incorporacion de 1-N-
fenilnaftilamino (NPN) para determinar si el estrés osmotico podria producir algin

efecto permeabilizador en las células {Alakomi ef af., 2000).
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3.2, Resultados y discusidn.

3.2.1. Efecto del estrés osmotico en las biotransformaciones de crotonobetaina y

D{+)-carnitina en L{-)-carnitina por cepas de £, coli.

Con el fin de estudiar el efecto del estrés osmotico en las biotransformaciones de
crotonobetaina y D{+}-camnitina en L{-)-camnitina con ce¢lulas de £ cofi en estado
durmiente, las células se crecieron en medio complejo (Materiales y métodos), se
recogieron y se llevo a cabo las biotransformaciones en presencia de concentraciones
crecientes de NaCl: 0,2, 0,3, 0,5, 0,75, 1,0 y 1,5 M. La concentracién de sustrato fue de
500 mM de crotonobetaina o D{+}-carnitina, la concentracion de biomasa de 4,3 g/l y el
ensayo fue realizado bajo condiciones aerobias a pH 7.5 y 37°C.

En la Figura 3.1, se representan los resultados obtenidos. Como se puede
apreciar, al utilizar crotonobetaina como sustrato, se observo un incremento en la
produccion de L{-)-camnitina cuando la concentracion de NaCl se incrementd hasta
llegar a 0,5 M, llegando a alcanzar un 65 y 80% de rendimiento con £ colfi 044 K74 y
£ coli K38 pT7-5 KE35, respectivamente. No obstante, no se obtuvo mejoria en el
rendimiento a altas concentraciones de NaCl, llegando incluso a disminuir
considerablemente. Por el contrario, el estrés osmotico {en este trabajo se considera que
la célula esta sometida a estrés osmatico a una concentracion de NaCl en el medio de
0,5 M) tuvo un efecto negativo en la biotrasformacion de D{+)-camitina, llegando a
alcanzar unos rendimientos del 22 y 20% para ambas cepas, respectivamente, en
ausencia de NaCl.

Dado que se ha demostrado que la L{-}-carnitina interviene en la osmoproteccion
en células creciendo bajo condiciones anaerobias  {Verheul er @/, 1998) y que la
induccién de la enzimas implicadas en el metabolismo de L{-)-camitina se realiza en
condiciones anaerobias, se decidid estudiar 1a biotransformacion con £ cofi 044 K74
bajo condiciones anacrobias utilizando crotonobetaina como sustrato. El ensayo control
sin NaCl, presentd un descenso en la produccion  obteniendo un rendimiento de un
23% respecto al control aerobico. Ademas, no se observo el efecto activador que se
produjo al incrementar la concentracion de NaCl hasta 0,5 M bajo las condiciones
acrobias. A partir de los resultados obtenidos, se eligieron 0,5 M de NaCl y condiciones

aerobias para realizar los siguientes estudios de biotransformacion.
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Figura 3.1. Efecto de la concentracion de NaCl sobre la biotransformacion de
crotonobetaina (v,H) y D{+}-camitina {t,] } utilizando como biocatalizador £, coli 044
K74 {negro) y pT7-5 KE32 (blanco), respectivamente. Los ensayos se realizaron con
500 mM de concentracion de sustrato, 4,3 g/l de biomasa en tampan fosfato 67 mM,
pH 7.5y 37°C.

Puesto que el fumarato produjo un incremento en la biotransformacion de D{+)-
camitina y en el pH del medio de biotransformacion (Capitulo 2 de la presente
Memoria), se analizaron las biotransformaciones de crotonobetaina y D{+}-carnitina
500 mM en presencia de fumarato 200 mM, con concentraciones crecientes de NaCl,
utilizando la cepa de £ eoli 044 K74. El nivel de biotransformacion disminuyo al
aumentar la concentracion de NaCl en el medio para ambos sustratos, y la presencia de
fumarato no produjo ningun cambio significativo en la biotransformacion  de
crotonobetaina en L{-}-camitina. Por otro lado, se midio el pH en el medio durante la
biotransformacion con ambos sustratos y con distintas concentraciones de NaCl. Los

resultados se representan en la Figura 3.2, Como se puede observar, en las

biotranstormaciones realizadas en ausencia de NaCl se produjo un incremento del pH
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del medio a lo largo de la biotranstormacion {cerca de pH 10 a las 72 horas), sin
embargo, al aumentar la concentracion de NaCl en el medio de biotransformacion el pH

final del medio descendio, permaneciendo invariable a partir de 0,75 M de NaClL

Figura 3.2. Variacion del pH del medio durante la biotranstormacion de crotonobetaina
{A) y D{+)-camitina (B) 500 mM en presencia de fumarato 200 mM con distintas
concentraciones de NaCl, utilizando células durmientes de £ cofi 044 K74, Control
(23, 0,5 (v, 0,75 () y 1 M (1), respectivamente.

También dependiendo del sustrato utilizado (crotonobetaina o D{+)-camitina) la
variacion de pH a lo largo del proceso con el NaCl fue distinta {Figura 3.2). Asi, el pH
en presencia de NaCl 0,5 M con D{+)-carnitina como sustrato no aumentd tanto como
cuando se uso crotonobetaina. Estos resultados indican que intervienen transportadores
H* dependientes en el proceso de biotransformacion y que son afectados por el estrés
osmotico. Uno de ellos podria ser el transportador ProP, que es un transportador de
solutos compatibles/H” simporte y es estimulado en presencia de estrés osmatico
{MacMillan ef af., 1999}

Asi, la presencia de fumarato pudo influir en la biotransformacion de

crotonobetaina y D{+)-camitina a nivel del transporte, por gjemplo a nivel del
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transportador ProP trimetilamonio/H” simporte dependiente de K* y el transportador
ProP dependiente de ATP, disminuyendo el pH extemo y modulando la entrada/salida
de los compuestos de trimetilamonio. Ademas, £. eoli posee un sistemna de antiporte de

Na'/H® que contribuiria a la alcalinizacion del citoplasma en estrés osmético {Wood,

1989,

3.2.2. Analisis del transporte de Li-)-carnitina en las cepas de Escherichia coli

ensayadas.

Como el estrés osmotico incremento la biotransformacion de crotonobetaina en
L{-}-camitina y ambos compuestos utilizan el mismo transportador {Jung ef ., 1990;
Eichler ef al., 1996}, se analizo el transporte de L[N-meti? ""C]camitina en ambas cepas
de £. coli. Los experimentos se realizaron como se especifican en Matertales y métodos.
En la Figura 3.3 se representan los resultados obtenidos en la determinacion de los

parametros de transporte Km y Vmax aparentes para ambas cepas de £. coli.
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Figura 3.3. Cinéticas del transporte de L[N-metil "“C]camitina para £. coli 044 K74
{A) v E eoli K38 pT7-5 KE32 (B). En los insertos se frente expresan las
representaciones dobles reciprocas de 1/Y vs 1/8.
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Los resultados obtenidos con £ cofi 044 K74 fueron de una Km de 5,3 £ 0,2
uh v una Vmax aparente de 116,0 + 2,5 nmol/minxmg de proteina. Estos valores
fueron similares a los determinados por Jung et al., 1990. En cambio, no existe
informacion disponible sobre el transporte de compuestos de trimetilamonio en la cepa
K38 pT7-5 KE32. En la Figura 3.3, se puede observar que el transporte de L[N-merif
"CJcarnitina  presentd una cinética de saturacion para ambas cepas. Los ensayos de
transporte revelan la presencia de un sisterna de transporte de alta afinidad para la cepa
transformada con una Km de 2,8 + 0,4 uM y una Vmax de 57,0 + 3,9 nmol/minxmg de
proteina. Esta mayor afinidad del transportador con respecto a la cepa silvestre, se debe
probablemente al aumento del ndamero de transportadores de betainas, ya que el
plasmido posee el gen CaiF, cuya proteina induce la transcripcion de los operones cai
fix, sobreexpresando las proteinas de dicho operdn del genoma de £. coli y aumentando
asi el nimero de transportadores CaiT en la membrana celular.

Tambien, se analizo el efecto provocado por la presencia de NaCl 0,5 M en el
transporte en ambas cepas después de crecerlas en los medios complejo ¥ minimo
{descritos en Materiales y metodos). La concentracion de sustrato para todos los
ensayos de transporte fue 20 pM de L[N-metil ""C]carnitina. Las células se crecieron en

medio complgjo en presencia de 35 mM de crotonobetaina como inductor del

metabolisto de camitina, y fueron usadas en los ensayos de transporte presentando una
velocidad inicial de 105,0 + 3,5 nmol/minxmg de proteina {expresion del tranportador
CaiT y posiblemente expresion basal de ProP) y una entrada de 25,0 + 1.5
nmol/minxmg de proteina. Sin embargo, bajo las mismas condiciones pero con NaCl
0,5 M se observo una disminucion de la velocidad inicial, obteniendo 65,0 + 1.8
nmol/minxmg de proteina y una velocidad de entrada de 18,0 + 1,8 nmol/minxmg de
proteina {expresion del transportador CaiT y posiblemente induccion de los
transportadores ProU y basal ProP}. Por otro lado, utilizando medio minimo sin NaCl,
se observaron resultados similares, siendo la velocidad inicial de 60,0 + 1,5
nmol/minxmg de proteina y una velocidad de entrada de carnitina de 21,0 + 0.5

nmol/minxmg de proteina.
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Figura 3.4. Velocidad de entrada de L|NV-meti? "*C|camitina con células de £. coli 044
K74 inducidas con crotonobetaina y previamente crecidas en ausencia de inductor y
NaCl {v), ausencia de inductor y presencia de NaCl (), presencia de inductor y
presencia de NaCl {1) y presencia de inductor y ausencia de NaCl (u). La concentracion
utilizada en los ensayos de transporte fue de 20 M (6,6 mCi/mmol). Los ensayos se
realizaron a 37 °C.

La velocidad de entrada de L{-)-camitina en £ cofi 044 K74 a traves de los
sistemas de transporte ProP y ProU también fue analizada mediante el uso de células
crecidas en ausencia de crotonobetaina {inductor del metabolismo de camitina) y de
NaCl, dando como resultado una expresion basal de los transportadores ProP y caiT
{Figura 3.4). Ademas, en el medio complejo se produjo una velocidad de entrada de 2,1
= 0,8 nmol/minxmg de proteina, mientras que en medio minimo la velocidad fue de 4,8

— 1,5 nmol/minxmg de proteina. Sin embargo, en presencia de NaCl 0,5 M en el medio

de crecimiento bajo las mismas condiciones, se produjo un incremento de L|A-metif
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14C]camitina 7.5 £ 2,1 nmol/minxmg de proteina, debido probablemente a 1a induccion
de los transportadores ProP y ProU y basal CatT.

Por otro lado, en £. ecofi K38 pT7-5 KE32 ¢l efecto de NaCl 0,5 M, reveld una
reduccion de la velocidad inicial de 60,0 + 4,2 a 28,0 = 2,2 nmol/minxmg de proteina,
cerca del 50%. Asi, los valores de control siempre bajaron en presencia de NaCl cuando
el transporte y el metabolismo de los compuestos trimetilamonio fueron inducidos con

crotonobetaina {siempre 35 mM).

3.2.3. Efecto de los analogos de fosfato sobre el sistema de transporte y las

biotransformaciones,

Dado que la biotransformacion puede estar controlada cinéticamente por el
transporte de los compuestos trimetilamonio, se analizd el transporte de L|A-metif
" ]camitina, mediante analogos de fosfato, tales como arseniato y vanadato. El estudio
se llevo a cabo en presencia y ausencia de NaCl 0,5 M. En la Tabla 3.1 se presentan las
velocidades de transporte de L[V-meftil "“Clcamitina usando inhibidores de la ATPasa
H'/Na'. Para £. coli 044 K74 la velocidad de la entrada de L{-}-camitina disminuya
como consecuencia del uso de ambos andlogos de fosfato, especialmente en presencia
de NaCl 0,5 M, sin embargo, para £ cofi pT7-5KE32 la velocidad de transporte

disminuyo en ausencia de NaCl cuando fue tratada con ambos analogos de fosfato.

Tabla 3.1. Velocidades de transporte de L[N-merii "“Clcarnitina en presencia de
arseniato y vanadato.

Control Arsenatof*} Vanadato{*)
mmol/mgxmin} fnmol/mgxmin) {nmol/mgxmin}
Cepa
NaCl NaCl NaCl
Sin Con Sin Con Sin Con
£ coli 044K74 280+35 21,0+£1,8 150+£2,1 50+1,8 20,021 38+1,8

E. coli K38 pT7-5 12,0+3,5 80+21 60+1,1 41+1,5 7,0+1,3 10,0+25
KE32

{*) La concentracion en los ensayos de transporte fue de 0,5 mM. Los resultados son la
media de tres experimentos

Estos resultados de transporte obtenidos en presencia de analogos de fosfato,

podrian indicar que el arseniato y quizas el vanadato, afectan a los transportadores ProU
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y CaiT, ya que ambos son dependientes de ATP, y al transportador ProU que es
inducido ademas en presencia de estrés osmotico.

Por otro lado, los anidlogos de fosfato, arsemato y vanadato, tambien inhibieron
la biotransformacion de crotoncbetaina (Tabla 3.2). Asi, en £ cofi 044 K74, el
arseniato redujo el rendimiento en presencia y ausencia de 0,5 M de NaCl en un 60% y
25%, respectivamente; sin embargp, el vanadato solo 1o redujo en un 25% bajo estrés
osmatico. Cuando se utilizé £ ecoli pT7-5 KE32, el vanadato solo afectd la
biotransformacion en presencia de NaCl 0,5 M {35% de reduccion); sin embargo, el
arseniato afectd fuertemente al transporte en presencia de NaCl {65%) y solamente en

un 25% en su ausencia.

Tahbla 3.2. Rendimientos en la biotranstormacion de crotonobetaina utilizando analogos
de fosfato arseniato y vanadato como inhibidores de la ATPasa en presencia y ausencia
de NaCl 0,5M.

Control Arsenato{™) Vanadato{*)
Rendimiento (%) Rendimiento {%:) Rendimiento {%:)
Cepa
NaCl NaCl NaCl
Sin Con Sin Con Sin Con
£ coli 044K74 40,0+ 1,0 650+£35 30,008 28011 30£28 49021

E. coli K38 pT7-5 39,0+2,1 76,0+3,5 10005 28,0+2,1 30,0+28 500+13
KE32

{*) Concentracion de 0,5 mM. Los ensayos se realizaron con 500 mM de crotonobetaina
con 4,3 g/l de biomasa, pH 7,5 y 37C. Los resultados son la media de tres
SXperimentos.

También se determing el efecto de los citados andlogos en la biotransformacion
de D{+)-carnitina con £ coli 044 K74 sin tratar con NaCl, dando como resultado que
el vanadato y el arseniato también redujeron la biotransformacion alrededor de un 10%
{datos no presentados).

Puesto que ambos analogos de fosfato afectaron a las biotransformaciones de
crotonobetaina y D{+)-carnitina, ello puede indicar que los transportadores CaiT y/o el
sistema enzimatico pudieron ser afectados, incluso con las células no sometidas a estrés
osmatico. Estudios previos realizados con {. mowocitogens, revelaron que el transporte
de L{-)-camitina tience lugar en ausencia de la fuerza proton motriz y también cs
fuertemnente inhibido por la presencia de analogos de fosfato como vanadato y arseniato

{Verheul ef «l, 1995). También es posible que las proteinas osmosensoras
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mecanosensitivas KdpD y MscL, no actden debidamente al requerir una fosforilacion
para realizar su funcion {Sigiura ef @f., 1994; Sukharev ef «f, 1997), provocando asi los
efectos negativos en el transporte y en la biotransformacion de los compuestos de

trimetilamonio.

3.2.4. Efecto de agentes modificadores de grupos sulfidrilo (SH) sobre el sistema
de transporte y las biotransformaciones de crotonobetaina y D{+)-

carnitina.

Se analizo el efecto de los 1ones Pb {II}, Hg {II} ¥ Cu (II} sobre la velocidad de
transporte de L[N-meril "Clcamitina en presencia y ausencia de NaCl 0,5 M. Los
analisis se llevaron a cabo tal y como se han descrito en el apartado anterior, a una
concentracion de 1on de 0,5 mM. Los ensayos de transporte realizados con £, cofi 044
K74 fueron completamente inhibidos por el uso del ion Hg {II). En cambio, el ion Cu
(II}, solo afecto al transporte de L{-}-camnitina en presencia de NaCl, mientras que el ion
PB{Il} no lo alterd {Tabla 3.3). Con respecto a £ cofi pT7-5 KE35, el ion Hg ({II)
también bloqued casi por completo el transporte de L[N-mefil "“Clcamitina, mientras
que el ion Cu {I} lo inhibio en presencia de NaCl en casi un 50% y en su ausencia en
casi un 40%. Estos resultados ponen de manifiesto que el Cu (II) afecto principalmente

al transporte mediado por estrés osmotico.

Tabla 3.3. Velocidades de transporte de L|N-metil "*C|camitina en £. coli 044 K74 con
modificadores de grupos sulfidnilo {SH), Cu {II}, Pb {II} vy Hg (I} en presencia y
ausencia de NaCl 0,5 M.

Control Cu {II){*} Hg (ID{*) Pb {I1){*)
fnmol/mgxmin} fhmol/mgxmin} fnmol/mgxmin) fnmol/mgxmin)
copa NaCl NaCl NaCl NaCl
Sin Con Sin Con Sin Con Sin Can

E coli  28,0%35 180+ 18 250%2,1 41=-18 ND 0,5+0,2 290+45 181 +1.8
044K 74

E coliK38 12,0+35 80+21 71+1,1 28-15 08+03 1,0+05 11,0+1,3 40+25
pT7-5 KE32

{*) Concentracion en los ensayos de transporte fue de de 0,5 mM. ND: no detectado.
Los resultados son la media de tres experimentos.

El efecto de los mismos iones en los rendimientos obtenidos en la

biotransformacion de crotonobetaina 500 mM en presencia y ausencia de NaCl 0,5 M se
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presentan en la Tabla 3.4. Como se puede apreciar, a la concentracion ensayada, el ion
Pb {II} no afecto al rendimiento de L{-}-carnitina en ausencia de NaCl. Sin embargo, en
presencia de estrés osmotico se observo un descenso del 40% en £. codi 044 K74, Con
respecto al ion CuflIl}, éste produjo un descenso en el rendimiento tanto en presencia
como en ausencia de NaCl, alrededor de 40 y 55%, respectivamente. En el caso de
E.coli K38 pT7-5 KE35, los tones Cu(ll} ¥ Pb(II}, inhibieron la biotransformacion en
presencia de NaCl en un 65 y 25%, respectivamente, mientras que en ausencia de estrés
osmatico el ion Cufll} produjo un 30% de inhibicion. Ademas, como en los casos
anteriores, el ion Hg{Il), inhibio cast por completo el proceso de biotransformacion en

ambas cepas.

Tabla 3.4. Rendimiento de biotransformacion de crotonobetaina en presencia de
modificadores de grupos sulfidrilos (SH).

Control Cu {ID){*} Hg (II}{*) pb {II){*)
Rendimientof{%:) Rendimiento{%a) Rendimiento{%:) Rendimientof{%:)
copa NaCl NaCl NaCl NaCl
Sin Con Sin Con Sin Con Sin Con

E. coli A10-38 650%t25 220+18 380+31 40+02 30=08 43,008 40,0+ 5,5
044K 74

E coliK38 390-28 760+3.0 30,0+05 30,0+1,8 2,0+09 2,0+0,5 39.0+28 580+23
pT7-5 KE32

{*) Concentracion utilizada en los ensayos de biotransformacion fue de de 0,5 mM para
todas las sales utilizadas. Los resultados son la media de tres experimentos.

Por otro lado, el ion Pb {II}, no afecto a la biotransformacion de D{+)-camitina,
sin embargo, el 1on Cu {II}, la redujo en un 20% y el 1on Hg (I} la inhibio
completamente como en el caso de crotonobetaina.

Bajo estrés osmaotico, €l 1on Pb {II} generd una disminucion del 25% en el
rendimiento de L{-}-carnitina con crotonobetaina como sustrato en ambas cepas de £,
coli. Ademas, Los resultados del transporte y biotransformacion con el ion Cu {II} en
presencia de estrés osmotico {p. g)., expresion de Prol), afecto apreciablemente a la
biotranstormacion. Sin embargo, en ausencia de estrés osmotico solo CaiT pudo estar
modificado. Con respecto a la D{+)-carnitina, el ion Cu{Il} inhibid fuertemente la
biotransformacion. La disminucion de los valores producida por el ion CuIl}, pudieron
ser debidos al efecto provocado sobre el transportador o sobre las enzimas de la

biotransformacion, asi como al bloqueo de los grupos SH de las proteinas {Damelio er
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al., 1974, Chisholm, 1970}, En estudios realizados con anterioridad con la bacteria £.
monocitogenens, la adicion de HgCly, produjo una completa disipacion de la fuerza
proton motriz ¥ de la concentracion intracelular del ATP (Verheul er of, 1995).
Ademas, los 1ones Hg{Il) y Cu{Il} pudieron actuar sobre los canales mecanosensitivos o
sobre alguna proteina que contenga SH y esté involucrada en la osmoproteccion (Koo er

al., 1991},

3.2.5. Efecto osmoprotector de 1a crotonobetaina en el crecimiento de £, coli

044 K74 en presencia de NaCl.

Con el fin de determinar el efecto de la osmoproteccion de la crotonobetaina
sobre el crecimiento de £ coli 044 K74 en presencia de estrés osmotico, las células se
crecieron en medio complejo y minimo, en presencia y ausencia de 0,5 M de NaCl, y en
presencia y ausencia de crotonobetaina 35 mM, respectivamente. Los ensayos se
realizaron a 37°C bajo condiciones anacrobias, y las muestras se tomaron a lo largo del
tiempo, midiendo la absorbancia a 600 nm. Los resultados obtenidos se representan en
la Figura 3.5. Como se puede apreciar, el medio complejo favorecio el crecimiento, ya
que &5 mucho mas enriquecido en nitrogeno proteico que el medio minimo. En ambos
medios de crecimiento, la presencia de NaCl disminuyo la velocidad de crecimiento.
Sin embargo, la presencia de crotonobetaina en los medios suplementados con NaCl,
estimuld el crecimiento actuando como osmoprotector. Asi, en el medio minimo se
obtuvo una velocidad de crecimiento en presencia de NaCl y sin crotonobetaina de 3,9 x
10~ h”', mientras que al suministrar al medio crotonobetaina aumentd a 7.4 x 107 h™,
Ademais, en ausencia de NaCl y sin crotonobetaina la velocidad especifica fue de 18,5 x
10~ h”', mientras que al sumninistrar crotonobetaina al medio se elevo a 30,8 x 107 h™.
En cambio, el comportamiento de £ cofi 044 K74 en el medio complejo fue distinto,
ya que se obtuvieron mayores velocidades de crecimiento siempre en presencia de
crotonobetaina con y sin NaCl, alcanzando unos valores de 46,5 x 10~ h™ y 72,4 x 10~
h”', respectivamente, a pesar de que en el medio minimo los mayores valores de
crecimiento fueron en ausencia de NaCl (Figura 3.5). Como se puede apreciar, la
presencia de NaCl en el medio complegjo también disminuyo la velocidad de crecimiento
desde 41,1 x 10~ h” a 323 x 107 h". Asi, el hecho de que se produjera un mayor
crecimiento celular en presencia de NaCl y de crotonobetaina sobre el medio complejo

respecto al medio minimo, pudo ser debido a que el medio complejo aportd en su
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composicion algin otro factor osmoprotector, ademas de la crotonobetaina, que
favorecio el crecimiento celular. Es de suponer, que la crotonobetaina aumento el
crecimiento en ausencia de NaCl en ambos medios, probablemente debido a que el
crecimiento se produjo en condiciones anacrobias y pudo actuar como aceptor externo

de electrones, favoreciendo asi el crecimiento celular.

Figura 3.5. Crecimiento de £, cofi 044 K74 en medio minimo (A} y medio complejo
{B} en ausencia (A, ) y presenciaf v, o) de NaCl 0.5 M, respectivamente, ¥ cn ausencia
{i., v} y en presencia {1, o) de crotonobetaina 35 mM, respectivamente. El crecimiento
se realizo bajo condiciones anaerobias y 37°C.

Estos resultados ponen de manifiesto que la crotonobetaina es un osmoprotector
en presencia de estrés osmotico y que ademas favorece el crecimiento celular en su

ausencia.
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3.2.6. Efecto del estrés osmotico sobre las células en estado durmiente ¢ recidas

previamente en presencia de NaCl,

La osmoadaptacion podria influir sobre los niveles de transportadores por unidad
de célula y por lo tanto sobre la biotranformacion en £. coli. Para su estudio, las células
se crecieron en medio complejo con y sin NaCl 0,5 M, bajo condiciones anaerobias y
presencia de crotonobetaina 35 mM. Las células durmientes obtenidas, fueron
sometidas a procesos de biotransformacion con y sin NaCl 0,5 M. Los resultados se
presentan en la Figura 3.6. Como se puede apreciar, la adicion de NaCl al medio de
cultivo causo un descenso en la biotransformacion de £. cofi 044 K74 con respecto a
las celulas crecidas en su ausencia {Figura 3.6), lo que concuerda con los estudios de

transporte realizados con anterioridad.

Figura 3.6. Efecto del estrés osmotico en la biotransformacion de crotonobetaina 500
mM con células de £ coli 044 K74 crecidas con (p, o) y sin {7, v) NaCl 0,5 M,

respectivamente y biotransformacion en presencia (v, o) y ausencia (A, 1) de NaCl 0,5
M, respectivamente.
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Por otro lado, el crecimiento de las células en presencia de estrés osmotico
produjo un descenso en los procesos de biotransformacion con células en estado
durmiente con y sin adicion de NaCl. Estos resultados revelan que el crecimiento de las
células en presencia de NaCl pudo afectar al metabolismo de los compuestos
trimetilamonio a nivel de expresion de las enzimas y su actividad.

Por el contrario, las celulas sometidas solamente a estrés osmotico durante la
biotransformacion incrementaron la produccion de L{-}-camnitina con respecto a las sin
NaCl, utilizando crotonobetaina como sustrato. Estos hechos podrian evidenciar la
activacion del transporte de los compuestos de trimetilamonio o bien algun efecto
beneficioso en la transferencia de masa desde el medio, através de la pared y la
membrana celular, al compartimento citoplasmatico. Ademas, en la bibliografia se ha
evidenciado que las enzimas crotoncbetaina reductasa y la carnitina deshidratasa
reducen su actividad en extractos celulares de células crecidas bajo estrés osmotico
{Jung et al., 1990). Asi, la osmoadaptacion pudo afectar a la induccién y/o la actividad

de las enzimas de la biotransformacion,

3.2.7. Ensayos de incorporacion de NFN.

Dado que los tratamientos de permeabilizacion dafian normalmentee la
membrana externa (ME) de bacterias gram negativas, y siendo €sta capaz, en
condiciones normales, de excluir sustancias hidrofobas, como es el caso del 1-N-
fenilnaftilamino (NPN) (Helander er @/, 2000), se analizo la incorporacion de este
compuesto tras ¢l tratamiento con diferentes concentraciones de NaCl, en ambas cepas
de £ cofi. En la Figura 3.8 se presentan los resultados obtenidos. Como se puede
apreciar, los datos indican que se produjo un dafio en la membrana extema como
resultado de la exposicion al estrés osmatico. Ademas, se observaron altos niveles de
incorporacion de NPN a partir de NaCl 0,25 M en ambas cepas de £. cofi, apareciendo
una saturacion de la sefal de fluorescencia a partir de una concentracion de 0,5 M de
NaCl. En la bibliogratia se ha referenciado tanto con células procariotas como
eucariotas, que los tratamientos de permeabilizacion provocan una salida de
lipopolisacaridos {LP5) y otros componentes de la membrana extermma {ME)}, e incluso,
que el NPN se intercala en la ME, afectando su integridad {Vaara, 1992; Alakomi ef @i,

2000; Helander ef af., 2000). De hecho, la ME esta covalentemente unida a saculos de
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mureina por medio de lipoproteinas y algunas porinas que producen fuertes uniones de
membrana y pared celular, sugiriendo que se pueden experimentar variaciones locales

de estrés mecinico como respuesta al estrés osmotico { Wood, 1999},

100

Incorporacion de NPN {%)

0 | I I

00 05 10 15 20
NaCl (M)

Figura 3.8. Efecto del estrés osmotico en la incorporacion de NPN en células de £. coli
044 K74 (A) y £ eoli K38 pT7-5 KE32 (v). La descripcion del ensayo se encuentra en

Materiales y Meétodos.

Sin embargo, la limitacion impuesta por la existencia de la ME y la pared
celular, que genera una barrera de trasferencia de masa en £, coli, se podria evitar o
disminuir, mediante la permeabilizacion, con lo gque podria mejorar la
biotransformacion con respecto a los ensayos control. De hecho, el estrés osmotico se
ha descrito entre los distintos métodos usados para permeabilizacion celular {Felix,
1982). Como conclusion se puede establecer, que el efecto generado por el estrés
osmatico sobre la biotransformacion se relaciona mas con un efecto permeabilizante
que de estirnulacion de la sintesis de transportadores, sobre todo a los tiempos largos a

los que se realiza la misma. En el Capitulo siguiente se aborda el efecto de la
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permeabilizacion con diferentes agentes permeabilizantes sobre la biotransformacion de

los compuestos de trimetilamonio, crotonobetaina y D{+ }-carnitina en L{-}-camitina.

3.3 Conclusiones.

1. El estrés osmotico afecto a la biotransformacion de crotonobetaina y D{+)-
carnitina en L{-}-carnitina con células en estado durmiente de £ coli 044 K74 y
la cepa transformada £. cofi K38 pT7-5 KE32. Se obtuvieron unos rendimientos
de L{-)-carnitina del 65 y 80% con la cepa silvestre y la transformada {control
40%), respectivamente, al elevar la osmolaridad del medio de biotransformacion
con NaCl 0,5 M.

2. El transportador CaiT en £. cofi 044 K74 presentd una Km aparente de 5,3 £ 0,2

itM y una Vmax de 116,0 + 2,5 nmol/minxmg de proteina. En cambio, en £. coli

K38 pT7-5 KE35 presentd una menor Kmde 2.8 £ 04 puM y Vmax de 57,0
3.9 nmol/minxmg de proteina, demostrando una mayor afinidad por L{-)-
carnitina.

3. Los inhibidores de la ATPasa, afectaron de diferente manera a la
biotransformacion al utilizar ambos sustratos y en diferente grado a ambas cepas
de £ cofi. Asi, el arseniato redujo el transporte y la biotransformacion de
crotonobetaina en presencia y ausencia de NaCl 0,5 M, y sin embargo el
vanadato afectd al transporte e inhibid la biotransformacion solo bajo
condiciones de estrés osmotico. Estos resultados sugieren que el arseniato y el
vanadato afectaron a los transportadores ATP dependientes CaiT y proll.

4. Los agentes modificadores de grupos sulfidrilo también afectaron al transporte y
a la biotransformacion en ambas cepas. Asi, el 1on Hg (II) inhibio el transporte y
la biotransformacion, pero en cambio el ion Pb (I} solo redujo la
biotransformacion en presencia de NaCl;, en su ausencia no se produjo dicha
inhibicion. En ausencia de estrés osmotico, el 1on Cu (I} produjo una
disminucion en la biotransformacion significativamente mayor que ¢l ion Pb {II)
con ambos sustratos, pero en su presencia solo afecto al transporte.

5. La presencia de crotonobetaina en el medio aumentd la velocidad de crecimiento,

debido probablemente a que actud como aceptor extermo de electrones bajo
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condiciones anaerobias. Por otro lado, en presencia de estrés osmotico, tambien
favorecio el crecimiento actuando como osmoprotector.

6. El aumento de la produccion de L{-})-carmitina puede ser debido no solo a un
aumento del transporte por la induccion o activacion de los transportadores {p. ).
ProP y Prol} en presencia de estrés osmotico, sino también por un efecto de

permeabilizacion celular tal ¥y como demuestran los ensayos de incorporacion de

NPN.
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4.1 Introduccion.

La integridad de la membrana externa de bacterias gram negativas como £. coli
se puede distorsionar por ciertas sustancias capaces de intercalarse en ella provocando la
salida de sus componentes (Vaara, 1992). Estazs sustancias son denominadas
permeabilizadores, y sin ser directamente toxicas para las bacterias, las sensibiliza a
otros agentes extermos que son incapaces de penctrar por si solos en el interior de las
dianas bacterianas {Felix, 1982; Ayres ef af., 1999).

En general, se han descrito diferentes tipos de permeabilizadores para bacterias,
entre los que destacan los detergentes como Triton X-100 (Galabova er af, 1996;
Michielsen er &/, 1998) y Tween (Galindo y Salcedo, 1996), agentes quelantes como el
EDTA (Ryan y Parulekar, 1991; Vaara, 1992; Helander y Mattila-Sandholm, 2000} y
solventes organicos como el tolueno {Park er «f, 1994), que incrementan la
permeabilidad celular. Recientemente, se han descrito dos permeabilizadores muy
cfectivos en bacterias gram-negativas, polictilenimina (PEI} (Helander ef af, 1997,
1998) vy acido lactico {Alakomi er @f, 2000). También en levaduras se han descrito
diferentes detergentes y solventes organicos que incrementan la permeabilidad de sus
membranas {Vicenzi y Hansen, 1993; Lee er @/, 1994, Flores er af, 1994 y Liu er ai,
1999). Los metodos eficientes de permeabilizacion en bacterias gram negativas gque
permitan aumentar ¢l paso de sustratos y productos pueden ser adecuados para
max imizar los rendimientos en los procesos de biotransformacion.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el capitulo anterior, el objetivo
de este trabajo fue el desarrollo de una metodologia de permeabilizacion que permitiera
incrementar el rendimiento de la biotransformacion de crotonobetaina y/o D{+)-
carnitina en L{-)-carmnitina, utilizando células de £ coli silvestre y transformada. Por
medio de la permeabilizacion de las células, se podria aumentar la entrada de sustratos,
la salida de productos, ambos controlados por difusion a traveés de la membrana externa
y la pared celular, gracias a la modificacion del control impuesto por el sistemna de
transporte para betainas. Para ello, se han utilizado algunos permeabilizadores que
permitan obtener células activas en los procesos de biotranstormacion. El dafio y la
integridad celular durante el proceso de la permeabilizacion se evalud mediante el
ensayo de incorporacion de 1-fenilnaptilamino {NPN} y la salida de proteina celular.

Los efectos de la permeabilizacion sobre las células fueron determinados por medio de
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la microscopia clectronica de transmision y por el ensayo de transporte de L[N-

metil “Clcamitina.

4.2. Resultados y discusion

4.2.1. Efecto de 1a biomasa sobre los procesos de biotransformacion con células

durmientes de E. coli.

Primeramente y antes del uso de agentes permeabilizadores celulares, se
optimizd la concentracion celular utilizando células durmientes de £. coli 044 K74 v £
coli K38 pT7-5 KE32, en los procesos de biotransformacion de D{+)-camitina y
crotonobetaina en L{-)-camitina. La concentracion de biomasa ensayada estuvo
comprendida entre 1,7 vy 20,0 g/l de peso seco y la biotransformacion fue realizada
utilizando 500 mM de crotoncbetaina o D{+}-camitina como sustratos. Los resultados
obtenidos quedan reflejados en la Figura 4.1, donde se puede apreciar que paralelamente
al aumento de la concentracion celular, se produjo un aumento en el rendimiento de L{-

J-carnitina con ambas cepas y sustratos.

Figura 4.1. Variacion del rendimiento de L{-)-camnitina con diferentes concentraciones
de biomasa. Los ensayos s¢ realizaron bajo condiciones aerobias, crotonobetaina o
D{+}-camnitina 500 mM en tampon fosfato pH 7.5 y 37 °C.utilizando £ ecoli 044 K74

(7)y £, coli K38 pT7-5 KE32 ({v), crotonobetaina {A) y D{+)-carmitina {B).
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La biotransformacion de crotonobetaina utilizando £, colfi K38 pT7-5 KE32 fue
mayor que con la cepa silvestre (Figura 4.1A), debido a la sobreexpresion de las
enzimas carnitina deshidratasa y carnitina racemasa en la cepa transformada. Por el
contrario, la biotransformacion de D{+)-carnitina el L{-)-camitina fues mayor con £. coli
044 K74 {(Figura 4.1B).

La maxima conversion se alcanzo aproximadamente a una concentracion de
biomasa de 11,0 g/l de peso seco para ambas cepas, por lo que fue seleccionada para

todos los ensayos de permeabilizacion celular que se realizaron en este capitulo.

4.2.2. Biotransformacion con células permeabilizadas con EDTA y dcido lactico.

La permeabilizacion celular se realizo con diferentes concentraciones de EDTA
y acido lactico en el medio de biotransformacion, las cuales fueron para ambos
compuestos de, 1, 3, 5 y 10 mM, repectivamente. La biotransformacion se llevo a cabo
utilizando células en estado durmiente de £ eoli 044 K74, con 11,0 g/l de biomasa y
crotonobetaina 500 mM. En la Figura 4.2 A, se puede apreciar que al aumentar la
concentracion de EDTA o de acido lactico se produjo un aumento del rendimiento con
respecto al control {45%), hasta alcanzar una concentracion de 5 mM para ambos
permeabilizadores, con unos rendimientos del 60 y 65%, respectivamente en Li{-)-
carnitina. Sin embargo, a altas concentraciones de EDTA o acido lactico (10 mM), se
observd un  efecto negativoe sobre la  biotransformacion  de  crotonobetaina,
probablemente producido por un lado, porque las concentraciones de EDTA afectaron a
las enzimas que intervienen en el proceso de biotransformacidn y por otro, por la salida
masiva de cationes divalentes de la ME durante la permeabilizacion celular (Felix, 1982
y Vaara, 1992). Ademas, los efectos negativos también pudieron ser debidos a una
disminucion del pH intracelular por las concentraciones tan elevadas de Acido lactico no
disociado o a una salida del lipopolisacarido y otros componentes de la ME, o incluso a
que se intercalara en la ME, lo que desestabiliza la integridad celular {Alakomi ef af,
2000).

Los ensayos de fluorescencia con NPN, tras el tratamiento con EDTA o acido
lactico de £. coli 044 K74, revelan que se produjo una saturacion en la incorporacion
de NPN a partir de una concentracion de 1 mM. Los mayores valores de fluorescencia
se obtuvieron con EDTA. Por el contrario, el tratamniento con dcido lactico condujo a

una menor alteracion celular {Figura 4.2B).
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Figura 4.2. Efecto del EDTA vy acido lactico en: A) El rendimiento de L{-}-carnitina en
la biotransformacion de crotonobetaina 500 mM con £, codfi 044 K74, utilizando EDTA
{7) y acido lactico (v) a diferentes concentraciones. BY La incorporacion de NPN en
celulas permeabilizadas respecto a las células no tratadas.

Una wez scleccionadas la concentraciones idoneas de EDTA y dcido lactico (5
mM), se llevd a cabo la biotranstormacion de crotonobetaina 500 mM con £ coli K38
pT7-5 KE32. Se obtuvieron unos rendimientos en L{-)-camitina de 68 y 70 %, para
cada agente permeabilizante respectivamente {10-15% de incremento respecto del
control). Por otro lado, no se observaron diferencias entre el control y las células
permeabilizadas usando D{+}-camitina como sustrato de biotransformacion y ambas
cepas de £, eoli. Este hecho pudo ser debido probablemente a una limitacion difusional
de la D{+)-camnitina respecto a lacrotonobetaina al interior celular por parte de la
membrana plasmatica extema y la membrana celular. También, se pudo deber a que el
paso de la D{+}-camitina al interior celular estuviera limitado exclusivamente por la

membrana plasmatica y que la permeabilizacion celular no afecta a su entrada al interior
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celular. En este caso, el acido lactico fue mas efectivo que ¢l EDTA, lo que provoco una
disminucion de la limitacion de la barrera difusional impuesta por la existencia de ME y
la pared celular ,y la biotransformacion fue mejorada con respecto a los ensayos control

en un 15 y 25 %, respectivamente, para ambas cepas.

4.2.3. Biotranformacion con células permeabilizadas por solventes organicos.

Los procesos de permeabilizacion con solventes organicos se llevaron a cabo
usando diferentes porcentajes: 10, 20, 30, 40, y 60 % para el etanol, alcohol isopropilico
y acetona, v 1, 2, 5 y 10% para el tolueno, respectivamente. Los resultados obtenidos
con £. coli 044 K74 como biocatalizador y crotonobetaina 500 mM como sustrato se
presentan en la Figura 4.3A. Como se puede observar, se produjo un incremento en el
rendimiento en L{-}-camitina con concentraciones superiores al 20% para el etanol, el
alcohol isopropilico ¥ la acetona y 2% para el tolueno, llegando a alcanzar para todos
cllos un 62-66% en el rendimiento de la biotransformacion. Sin embargo, a
concentraciones  superiores  de  solventes  organicos, el rendimiento de la
biotranstormation  disminuyd drasticamente.  Estos resultados negativos a  altas
concentraciones de solventes organicos pudieron ser debidos probablemente a un dafio
celular yo a la inactivacion de las enzimas que intervienen en el proceso de
biotransformacion y/o incluso a un dafio en el transportador dependiente de energia para
crotonobetaina y otras betainas en las células de £ cofi {(Jung ef af, 1990). También, a
altas concentraciones de solventes organicos se produjo una disminucion importante en
la wiabilidad celular {80% UFC/ml). Estos resultados concuerdan con los datos
obtenidos con células de levaduras de Kliwvveromyces lactis permeabilizadas con
diferentes solventes organicos (Flores ef af, 1994) y en células recombinantes de
Saccharomyees cerevisiae permeabilizadas con alcoholes {metanol, etanol y alcohol
isopropilico} {Liu ef af, 1995). Es de resaltar que el tratamiento con tolueno, permitio
alcanzar una conversion del 62%, incluso a altas concentraciones del mismo (10%).
Otros autores, obtuvieron con células de Gluconobacier suboxvdans inmovilizadas y

permeabilizadas con tolueno al 10% una alta eficiencia y conversion relativa en la

oxidacion de D-sorbitol a L-sorbosa {Park ef af., 1994).

71



Capituio 4

Figura 4.3. Efecto de solventes organicos en: A) el rendimiento de L{-}-camitina con
celulas permeabilizadas de £ coli 044 K7 a 4°C durante 10 min de tiempo de
exposicion. B) La incorporacion de NPN en células permeabilizadas respecto a las
celulas no tratadas {control). Etanol {2}, alcohol isopropilico {v), acetona () y tolueno

{z).

Por otro lado, la adicion de NPN a las suspensiones celulares ocasiond un
aumento en la fluorescencia al incrementar la concentracion  de solventes organicos
{Figura 4.3B). La permeabilizacion con tolueno tuvo como resultado una saturacion de
captacion de NPN a partir de una concentracion del 2%. No obstante, al aumnentar la
concentracion de solventes organicos, la captacion de NPN fue paralela a la salida de

proteina y a la disminucion en el rendimiento de la biotransformation.
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Asi, en la Figura 4.4, se puede observar la relacion lingal existente entre la salida
de proteina del interior celular y la incorporacion de NPN después del tratamiento de
permeabilizacion con solventes organicos. Los resultados obtenidos ponen de
manifiesto que se produjo un dafio celular irreparable a altas concentraciones de
solventes organicos, siendo probablemente la causa de 1a disminucion del rendimiento

de biotransformacion.
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Figura 4.4, Relacion entre la salida de proteina después de la permeabilizacién vy la
incorporacion de NPN en £, cofi 044 K74, durante 10 min, a 4°C, al utilizar etanol {3},
alcohol isopropilico {v), acetona (&) al 10, 20, 30, 40, y 60 % y tolueno {(tyal 1,2, 5 ¥
10%, como agentes permeabilizantes.

Por otro lado, se estudio el efecto de la temperatura sobre el proceso de
permeabilizacion. La Figura 4.5, muestra el efecto de diferentes temperaturas sobre
celulas de £. coli 044 K74, utilizando 20% de etanol, alcohol 1sopropilico y acetona y
un 2% de tolueno como permeabilizadores (concentraciones seleccionadas
anteriormente) ¥ 10 min de incubacion. Al aumentar la temperatura, se produjo una
salida de proteina paralela a la captacion de NPN, coincidiendo con una disminucion
del rendimiento de la biotransformation {Figura 4.5), probablemente debido a un daiio

en la integridad celular. Estos resultados coinciden con los obtenidos a partir de otras
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bacterias gram negativas {Alakomi ef &/, 2000} y con levaduras {Flores ef &/, 1994, Liu
ef al., 1999).
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Figura 4.5, Efccto de la temperatura en la permeabilizacon de £. cofi 044 K74 durante
10 min con etanol al 20% (&), alcohol 1sopropilico al 20% {v), acetona al 20% (o} ¥
tolueno al 2% ().

Por otro lado, se ensayd el efecto de los solventes organicos a tres tiempos
diferentes de exposicion 10, 20 y 30 min, respectivamente bajo las condiciones de
concentracion y temperatura anteriormente descritas como oOptimas. Se observo un
incremento en el rendimiento en L{-}-camitina cuando el tiempo de tratamiento
aumnentd a 20 min para etanol, alcohol 1sopropilico ¥ acetona y 10 min para tolueno, sin
embargo, con tratamientos mas largos se produjo un efecto negativo.

Las condiciones optimnas de permeabilizacion celular con solventes organicos se
consiguicron tratando las células a una temperatura de 4°C con etanol, alcohol
isopropilico y acetona al 20% durante 20 min y con tolueno al 2%, 10 min. Los valores
obtenidos de biotransformacion de crotonobetaina con £ eofi 044 K74 fueron del 70,

65, 66 y 67%, respectivamente. Estos resultados suponen un aumento en la
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biotranstormacion de crotonobetaina en L{-)-camnitina respecto del control (45%)
{Figura 4.6). También se llevo a cabo la biotransformacion de crotonobetaina con
ceélulas transformadas de £. eodi K38 pT7-5 KE32 bajo las condiciones optimas de

trabajo con £. cofi 044 K74. Los resultados quedan reflejados en la misma Figura 4.6.

Figura 4.6. Comparacion de los rendimientos en L{-})-carnitina con células durmientes
de £ coli 044 K74 (barras blancas) y £ coli K38 pT7-5 KE32 (barras rayadas). Las
celulas fueron permeabilizadas con solventes organicos a 4°C, durante 20 min con
etanol, alcohol isopropilico, acetona {20%) y 10 min con tolueno {2%).

Como se puede apreciar, se produjo un incremento en la produccion de L{-}-
carnitina con respecto a £ cofi 044 K74, alcanzando unos rendimientos del 80, 75, 75
y &3% para etanol, alcohol isopropilico, acetona y tolueno, respectivamente. Sin

embargo, usando D(+}-carmitina como sustrato no se observaron diferencias apreciables

respecto al control de ambas cepas.
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4.2.4. Biotransformacion con células permeabilizadas con polietilenimina y los

detergentes Triton X-100 y Tween 20.

La permeabilizacion celular también se ensayo en presencia de diferentes
concentraciones de Triton X-100 o Tween 20 al 1, 2, 5y 10% y PEI al 0,02, 0,05, 0,02,
0,05 y 1,25%, respectivamente. Los ensayos de permeabilizacion se realizaron a 4°C,
durante 10 min, segin se describe en Materiales y métodos. Los rendimientos de la
biotransformacion de crotonobetaina 500 mM con células de £ coli 044 K74 se

presentan en la Figura 4.7A.
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Figura 4.7. Efccto de la PEI y los detergentes en : A) El rendimiento en L{-}-camnitina
con células permeabilizadas de £ cofi 044 K74 tratadas durante 10 min a 4°C. B} La
incorporacion de NPN en células permeabilizadas respecto a las células no tratadas

{control). Triton X-100 {A), Tween 20 (v}, PEI (o)
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Como se puede apreciar, se produjo un incremento en el rendimiento cuando las
concentraciones de detergentes llegaron hasta 2% para Triton X-100 y Tween 20 y de
un 0.1% para PEL alcanzando unos valores entre el 75-80%. Este efecto beneficioso
sobre la biotransformacion coincide con los resultados de Galabova er af., (1996), que
mediante un incremento en la concentracion de Triton X-100 lograron aumentar las
actividades de las enzimas fosfatasa alcalina v Acida en levaduras, hasta llegar a una
concentracion del detergente de 0,1-0,2%. Al sobrepasar €sta concentracion obtuvieron

un descenso significativo en las actividades enzimaticas.
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Figura 4.8. Relacion entre la salida de proteina y la incorporacion de NPN en £, coli
044 K74,al utilizar diferentes concentraciones de detergentes y PEI durante 10 min a
37°C. Triton X 100 {&), Tween 20 {v} y PEI {1).

Por otro lado, al adicionar NPN a la suspension celular siempre se observd un
incremento de la fluorescencia, alcanzando una saturacion en el optimo de porcentaje
del permeabilizante utilizado en el ensayo de permeabilizacion (Figura 4.7B). El uso de
la PEI produjo una salida de proteina y una baja incorporacion de NPN, mientras que el

de Triton X-100 y Tween 20 presentaron grandes valores de fluorescencia y una menor
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salida de proteina. No obstante, la entrada de NPN y los valores de biotranstormacion
sugicren que la PEI causd un menor dafio celular que los detergentes (Figura 4.8},
También, como se puede apreciar en esta Figura, se obtuvo una relacion lineal entre la
salida de proteina del interior celular y la incorporacion de NPN {fluorescencia) durante
la permeabilizacion con los diferentes agentes permeabilizadores ensayados.

Por otro lado, también se estudio el efecto de la temperatura sobre la
permeabilizacion de £. colfi 044 K74 con los detergentes y la PEI a las concentraciones
optimas y durante 10 min de trataminento. Asi, se observd un incremento significativo
en el rendimiento de todos los sistemas ensayados con el aumento de la temperatura de
incubacion. Sin embargo, los niveles de biotransformacion disminuyeron a 40°C,
probablemente consecuencia de una desnaturalizacion parcial de las enzimas implicadas
en ¢l proceso ya que éstas actdan a 37°C {(Jung er @/, 1989). Ademas, al aumentar la
temperatura y el tiempo de exposicidn a estos agentes permeabilizantes, no se
observaron cambios significativos ni en la biotransformacion, ni en la incorporacion de
NPN. Los resultados obtenidos coincidieron con los referenciados en la bibliogratia, en
los que se muestra que la temperatura también afecto a la permeabilizacion {Lalitha ef
al., 1991; Flores ef af., 1994; Upadhya ef &/, 1599). Sin embargo, el tratamiento con los
detergentes y 1la PEI condujo a un incremento de salida de proteina tras la exposicion de
los agentes permeabilizantes a concentraciones crecientes, con respecto a un aumento en
los niveles de NPN. En todos los casos se produjo una relacidn lineal entre ambos
parametros, tal ¥ como queda reflejada en la Figura 4.8. Este comportamiento lineal
entre la salida de proteina y el aumento de fluorescencia es similar con el observado al
utilizar solventes organicos.

El dafio celular generado se determind mediante la salida de proteina a lo largo
de la biotransformacion después de someter las células a diferentes concentraciones de
detergentes y PEIL, durante 10 min y a 37°C,. Los resultados obtenidos al utilizar Tween
20 y PEI se presentan en la Figura 4.9. Los resultados con Triton X-100 no se presentan
al ser muy anilogos a los obtenidos con Tween 20. Como se puede apreciar, se produjo
un incremento en la salida de proteina paralelo al aumento de la concentracion de agente
permeabilizador, siguiendo una cinética de saturacion. El dafio celular observado
durante la biotransformacion fue debido probablemente a que las células en estado
durmiente estuvieron sometidas a un gran estres celular lo que pudo producir su rotura y

la salida de proteina al medio exterior.
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Figura 4.9. Salida de la proteina celular de £ coli 044 K74 durante la
biotransformacion  de crotonobetaina tras  la  permeabilizacion  con  distintas

concentraciones de Tween (A), 0 (&), 1% (v), 2% (o), 5% (1) y 10% {u) y de PEI {B), 0
(3.0, 0,02% (v}, 0,1% (=), 0,5% (1) y 1,25% {u) durante 10 min y 37°C.

Por otro lado, tambien se analizo el efecto de la permeabilizacion en la
biotranstormacion de crotonobetaina con células transformadas de £, cofi K38 pT7-5
KE32, bajo las mismas condiciones optimas de experimentacion realizadas con £. coli
044 K74. Los resultados quedan reflejados en la Figura 4.10. Como se puede apreciar,
se observd un incremento significativo en el rendimiento de L{-})-carnitina con respecto
a la cepa silvestre, llegando a alcanzar con Triton X-100, Tween 20 y PEIL, el 78, 79, ¥
88%, respectivamente. Ello supuso un aumento de un 10% de rendimiento con respecto
a la cepa silvestre. Estos resultados mejoraron los obtenidos con el uso de solventes

organicos como permeabilizadores.
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100

Rendimiento (%)

Figura 4.10. Comparacion de los rendimientos en L{-)-carnitina con células
permeabilizadas de £. eofi 044 K74 (barras blancas) y £, eodi K38 pT7-5 KE32 ({barras
rayadas) con detergentes y PEI, durante 10 min, a 37°C.

4.2.5. Efecto de los detergentes y 1a polietilenimina en el transporte de

L|N—metﬂ”£’|carnitina y en la estructura bacteriana.

Con el fin de determinar el efecto de la permeabilizacion sobre los
transportadores de compuestos de trimetilamonio, se realizaron ensayos de transporte
con L[N-rmetil "C]camitina. Los resultados demostraron que el transportador CaiT no se
afectd por el tratamiento de permeabilizacion (Figura 4.12), debido a que los resultados
obtenidos de las velocidades de transporte con las células permeabilizadas fueron muy
parecidos a los de las células control.

Dado que en los procesos de permeabilizacion se produjo una liberacion de
proteinas, se decidio estudiar el efecto generado por los detergentes y la PEI sobre la
estructura de £, coli 044 K74, mediante la microscopia electronica de transmision. Los

resultados se representan en la Figura 4.13.

20



Permeabifizacion de céluias de Escherichio coll y su efecto en lo blotvansformacion de compiiesios
trimettiomonio en Li-)-carnitinag

Lo
=

M2
=

Y
=

(nmol/mg proteina)

0

Velocidad de entrada de L{-)-carnitina

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (s)

Figura 4.12. Ensayos de transporte de L[N-mefii’*Clcamitina con células de £ coli
044 K74 tratadas con PEI 0,1% (v} y sin tratar (). Los ensayos se realizaron con 20
1M de L[N-metil "*Clcamitina (5,6 mCi/mmal).

Como se puede observar, las celulas control {no tratadas) presentaron una
superficie celular integra, sin dafio aparente en las membranas y la pared celular, su
forma fue redondeada y la superficie celular lisa {(Figura 4.11A). Por el contrario, las
celulas tratadas con detergentes y PEI presentaron alteraciones en la superficie celular,
con una desintegracion de la membrana externa y de la pared celular, lo que provoco un
cambio a una forma mas alargada de la bacteria, debido probablemente a una pérdida de
la integridad celular (Figura 4.11 B y C). Ademas, al tratar las células con PEI se
produjo una ondulacion de la membrana (Figura 4.11 C). Sin embargo, la membrana
citoplasmatica no parecio verse afectada aparentemente por el tratamiento de los

agentes permeabilizadores, al menos a la resolucion de microscopio electrénico.
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Figura 4.13. Envoltura celular de £. cofi 044 K74 control {A), Tween 20 (B) (2%) y
PEI {C) {0,12%)} a 37°C durante 20 min. La longitud de las barras expresadas en el
margen inferior derecha de cada fotografia corresponde de A-C a 3x107, 7x107 y 3x10°
? pTh, Tespectivamente.
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4.3. Conclusiones.

1. La permeabilizacion celular logro mejorar el rendimiento de 1a biotranstformacion
usando crotonobetaina como sustrato, sin embargo no afectd a la de D{+}-
carnitina. La permeabilizacion celular dependic de la concentracion del
permeabilizante, la temperatura y el tiempo del tratamiento.

2. Los mejores resultados de biotransformacion de crotonobetaina en L{-}-carnitina
se consiguieron mediante 1a permeabilizacion de células de £. cofi 044 K74 con
los detergentes Triton X-100 v Tween 20 a una concentracion de 1% y con PEl a
una concentracion del 0,1%, durante 10 min a 37°C. Estos resultados se
mejoraron con el uso de la cepa transformada £. coli K38 pT7-5 KE32.

3. Existe una relacion lineal entre la salida de proteina de la célula y la
incorporacion de NPN {fluorescencia), durante la permeabilizacion con diferentes
agentes permeabilizantes, indicando que el ensayo fue adecuado para medir la
integridad celular.

4. El microscopio electronico de transmision reveld que las células tratadas con
detergentes y PEI causaron alteraciones en la membrana y pared celular.

5. El ensayo de transporte con L[N-metil "*C]camitina sobre £. coli después de su
exposicion a PEIL, indicd gque los transportadores de los compuestos

trimetilarmonio no se vieron afectados por la accion del permeabilizante.
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5.1. Introduccion.

En el metabolismo de £. eodi, al 1gual que ocurre en cualquier otro organismo, se
puede diferenciar entre un metabolismo primario ¥ un metabolismo secundario.
Mediante el metabolistmo primario o central se combinan rutas metabolicas complejas
destinadas al crecimiento y la reproduccion celular. Una de ellas es la glicolisis, a traves
de la cual la glucosa se transforma a piruvato y éste a su vez por medio del complejo
piruvato deshidrogenasa { PDH) da lugar a acetil CoA durante el crecimiento aerobico
{Knappe y Sawers, 1990} (Figura 5.1). En cambio, bajo condiciones anacrobias la
enzima piruvato formiato liasa cataliza el paso de piruvato a formiato {Quail er «f.,
1994, Kaiser y Sawers, 1994). Ademas, el glicerol proveniente del metabolismo lipidico
puede incorporarse también a la glicolisis en forma de gliceraldehido 3-fosfato. El
complejo PDH esta formado por tres subumdades: piruvato deshidrogenasa (Elp),
dihidrolipoil acetiltransferasa (E2p) y dihidrolipoil deshidrogenasa (E3) y su sintesis
estd controlada a nivel transcripcional por un autorregulador llamado PdhR, que
responde a las concentraciones de piruvato y se une inmediatamente detras del promotor
del operon pdh, que reprime su transcripeion en ausencia de este {Quail y Guest, 1995).
Este complejo también esta regulado a nivel enzimatico entre otros factores por acetil-
CoA {Schwartz y Reed, 1970}, la subunidad E3 por NADH (Snoep er o, 1993}, pH v la
relacion NADH/NAD' (Cassey ef al., 1998).

Ademas, el acetil-CoA es sintetizado a partir de acetato por medio de las
enzimas acetato quinasa (ACK) (EC 2.7.2.1) y fosfotransacetilasa (FTA) (EC 2.3.1.8),
que actuan de manera reversible dando como intermedio acetil fosfato. Esta ruta,
llamada ACK-FTA, se expresa de manera constitutiva en la célula y presenta baja
afinidad por el sustrato (Kumari ef o/, 1995). Por otro lado, el acetato excretado por la
ceélula proveniente del metabolismo aerobio, es reutilizado en condiciones de
agotamiento de otras fuentes carbonadas, para sintetizar acetil-CoA por medio de la
enzima acetil CoA sintetasa {ACS){EC 6.2.1.1) {Figura 5.1). Esta ruta de produccion de
acetil-CoA es wrreversible, reprimible por catabolitos, inducible por acetato y presenta
alta afinidad por el sustrato (Brown ef af., 1977). Ademas, la enzima ACS esta
codificada por un gen aes que ha sido clonado y caracterizado (Kumari ef &, 1995) y se
induce con la subida de los niveles de AMPc, proteina receptora de AMPc, Factor
regulador del operdn cai bajo anaeobiosis (FNR), factor principal responsable de la

transcripeien de acs (p™) y 1a caida de la presion parcial de oxigeno (Wei et al., 2000,
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Kumari & «f, 2000a y 2000b), mientras que se reprime por los reguladores
transcripcionales o° y RpoS (Shin, 1997).

El acetil-CoA es un importante intermedio metabolico capaz de almacenar
energia de las rutas metabdlicas y de servir de sustrato para la produccion enzimatica de
compuestos utiles como esteres vy moleculas lipidicas. Es posible manipular las
concentraciones intracelulares de CoA y acetil-CoA mediante el uso de diferentes
fuentes carbonadas, con el aumento de la temperatura de crecimiento y mediante estrés
osmotico {Chonan ef af., 1998). Ademas, recientemnente se ha demostrado que es
posible la manipulacion de los niveles de CoA mediante la sobreexpresion de la enzima
pantotenato quinasa {San ef af., 2002).

El acetil-CoA formado puede incorporarse al ciclo de los acidos tricarboxilicos
o ciclo de Krebs generando poder reductor, fundamentalmente en forma de NADH, que
en condiciones acrobias es reoxidado a NAD” por la cadena de transporte electronico vy
la fosforilacion oxidativa, obteniendo por un lado energia en forma de ATP y por otro el
balance redox necesario para el correcto funcionamiento celular. El ciclo de los acidos
tricarboxilicos esta controlado por la enzima isocitrato deshidrogenasa {ICDH)} que
reduce el NADP® a NADPH y transforma el isocitrato en «-cetoglutarato {Figura 5,10,
Por otro lado, la enzima esti a su vez regulada por fosforilacion reversible, catalizada
por la enzima isocitrato deshidrogenasa quinasa/fosfatasa {El-Mansi, 1998). Asociado a
cste ciclo, se encuentra el ciclo del glioxilato, que realiza una desviacion del flujo
metabolico delciclo de los acidos tricarboxilicos, con objeto de permitir la conversion
de acetil-CoA en oxalacetato. Las enzimas del ciclo del glioxilato son la isocitrato liasa
{ICLY {EC 4.1.3.1) y la malato sintetasa {MS) {EC 4.1.3.2), ambas son sintetizadas
cuando £. coli crece en presencia de acetato. Estas dos proteinas son codificadas por
aced y aceB, respectivamente y sus genes, junto a aceK, que codifica para la enzima
ICDH, estin juntos en el operon aceB4K cuya expresion estd afectada por factores
reguladores como el represor de ICL y el activador de ACS {IclR)} ¥ el regulador del
metabolismo anacrobio/acrobio {ArcAB) {Cronan er @f., 1996, Shin ef «f., 1997). Sin
embargo, cuando £. eofi crece en condiciones anaerobias, el consumo del poder
reductor no se lleva a cabo por la cadena de transporte de electrones, sino por la
fermentacion Acido-mixta que reduce el piruvato a metabolitos de cardcter acido como
son ¢l lactato, succinato y formiato, dando como productos CO; y Hz, mientras que el

acetil-CoA serd transformado a acetato y etanol.
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Figura 5.1. Metabolismo primario de Escherichia coli. {(Base de datos de £ coli
ECOCYC-METACYC, EE.UU (Karp et ai., 2002)).
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La Figura 5.1. representa el metabolismo primario de £. cofi en ¢l cual cada enzima o
metabolito se corresponde con la siguiente abreviatura: ACK: acetato quinasa, ACS:
acetil-CoA sintetasa, C8: citrato sintetasa, CTe: cadena de transporte de electrones,
ICDH: isocitrato deshidrogenasa, ICL: isocitrato liasa, LDH: lactato deshidrogenasa,
MDH: malato deshidrogenasa, MS: malato sintetasa, PDH: piruvato deshidrogenasa,
PEP: fosfoenolpiruvato, PEPCK: PEP carboxiquinasa, PEPCX: PEP carboxilasa,
PFL: piruvato formiato liasa, PK: piruvato quinasa, FT A: fosfotransacetilasa.

En este conjunto de reacciones, tanto en condiciones aerobias como en
anaerobias, la relacion NADH/NAD® juega un papel importante en el catabolismo
microbiano. Entre las funciones que tienc esta relacion destacan la de regular las
actividades enzimaticas {Garrigues ef af., 1997) ¥ la expresion de genes {Leonardo ef
al., 1996). Ademas, esta relacion puede depender del nivel de oxidacion de los sustratos
disponibles {Vasconselos er af., 1994), o de la disponibilidad y naturaleza del aceptor de
electrones {Czok y Lamprecht, 1974). También, la relacion NADH/NAD® puede
regularse mediante la sobreexpresion del sistema NADH oxidasa (Lopez de Felipe ef
al., 1998}, vanando las condiciones de potencial de oxido-reduccion (Riondet ef «f.,
2000), mediante el uso de diferentes fuentes de carbono (San ef &!f., 2002} o0 mediante la
ingenieria genética, sobreexpresando el gen preB que codifica la enzima nicotinamina
fosforiltransferasa.

A traves de todas estas rutas catabolicas del metabolismo primario de £ coli, se
obtienen los componentes necesarios para la sintesis del material genético y estructural
de la célula, proteinas, lipidos, ete, y la energia necesaria para llevar a cabo esta sintesis.
Por otro lado, el metabolismo de carnitina es un metabolismo secundario, dado que la
celula no lo requiere para su proceso vital, a no ser que se someta a procesos de choques
osmaticos {Kleber ef &f., 1997). En el Capitulo 1, seccion 1.1.2 de la presente Memoria,
se presenta el metabolismo de camitina hasta donde se conoce (Figura 1.2). Ademas, el
metabolismo primario también aporta los sustratos necesarios para ¢l desarrollo del
metabolistmo secundario y la energia requerida en forma de ATP, que tal como se
presenta en el Capitulo 3 es necesario para el transporte de crotonobetaina al interior
celular a traves del transportador {CaiT)} y posiblemente necesario para la actividad del
sistema crotonobetaina®r-butirobetaina-CoA ligasa {CaiC) {Figura 1.2}, que sintetiza el
cofactor necesario para que sea activo el metabolismo de los compuestos de
trimetilamonio {Vessey y Kelley, 2001). También, la relacion acetil-CoA/CoA parece

que seria necesaria para la activacion de intermedios de la sintesis de L{-}-camitina en
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E. coli por medio de la CoA transferasa (caiB), que en extractos celulares transfiere
grupos CoA de manera reversible a crotonobetaina, vy-butirobetaina y L{-}-camitina,
activandolos para que sirvan de sustrato para las otras enzimas del metabolismo de
camnitina {Elssner ef @f., 2000; 2001) (Figura 1.2).

Con el fin de optimizar los bioprocesos llevados a cabo por células, es
incvitablemente necesario descifiar y cuantificar los parametros cinéticos y la estructura
reguladora de las rutas metabolicas involucradas en ellos. Asi, el estudio sobre el
control v la regulacion de las enzimas de vias metabdlicas implicadas en la sintesis de
metabolitos de interés farmacéutico, alimentario y otros ambitos industriales, nos
permite la redireccion de estas rutas para la mayor productividad del proceso en estudio.
Con la realizacion de estudios metabdlicos, se identifican y seleccionan las dianas
especificas para las actuaciones, a traveés de un campo emergente en la Bioquimica
como ¢, la Ingenieria Metabdlica, que modifican directamente las propiedades de las
ceélulas, bien mediante la alteracion de reacciones bioguimicas especificas o por
introduccion de nuevas reacciones usando la tecnologia del ADN recombinante {Bailey,
1981). La combinacion de los métodos analiticos, para la cuantificacion de flujos y su
control, con las técnicas de Biologia Molecular para la modificacion genética, son la
csencia de la Ingenieria Metabolica {Stephanopoulos, 1998}, para la optimizacion de
bioprocesos.

Por todo lo anteriormente expuesto y con el fin de la optimizacion de la
biotransformacion, en este capitulo de la Memoria se presenta una primera
aproximacion al conocimiento de la union entre el metabolismo central carbonado o
metabolismo  primaric vy el metabolismo  secundario de los compuestos  de
trimetilamonio, que intervienen en la produccion de L{-)-camitina con células de £. coli
tanto en crecimiento como en estado durmiente en reactores operados en discontinuo.
Asi, para conocer la cinética del bioproceso global y comprobar los puntos de union de
ambos metabolismos se midieron las actividades de las enzimas involucradas en el
metabolismo central, concretamente del ciclo de Krebs {isocitrato deshidrogenasa), del
ciclo del glioxilato {isocitrato liasa) y del metabolismo de la acetil-CoA {piruvato
deshidrogenasa, acetil-CoA sintetasa, ATP: acetato fosfotransferasa y los mveles de
acctil-CoA y HS-CoA). También, se analizd el estado energético celular durante la
biotransformacion, mediante la determinacion de los niveles de ATP y el nivel del

poder reductor en forma de NADH/NAD'. Ademas, se siguio la evolucion del
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metabolismo carbonado, midiendo los niveles de acetato, formiato, lactato, piruvato y
fumarato. Respecto al metabolismo secundario, ¢l estudio se completd con la
caracterizacion del metabolismo de los compuestos de trimetilamonto, siguiendo las
actividades de L{-}-carmnitina deshidratasa y crotonobetaina reductasa durante la
biotransformacion de crotonobetaina en diferentes condiciones de crecimiento celular y

en estado durmiente.
5.2. Resultados y discusion.
5.2.1. Metabolismo de £. coli 044K74 en cultivo en medio complejo anaerobio.

£. ecoli 044 K74 se cultivo en un reactor con el medio complejo descrito en ¢l
Capitulo de Materiales y métodos y en anaeobiosis a 37°C. La enzima ICL presentd una
actividad alta, dando succinato y glioxilato, producto que es transtormado por la enzima
malato sintasa {MS) para producir malato en presencia de acetil-CoA. Asi, la ICL
duplico su actividad especifica en las primeras 15 horas de cultivo celular pasando de
15,8 a 28,9 mU-mg de prot.”, para luego ir disminuyendo hasta niveles proximos a 9,0
mU-mg de prot.” a las 72 horas (Figura 5.2A). Sin embargp, la actividad de 1a enzima
isocitrato  deshidrogenasa (ICDH) no wario significativamente con el tiempo,
manteniendo su actividad entre 43,9 y 53,2 mUmg prot.” (Figura 5.2A), actividad
inferior a la observada en cultivos aerobios (84,1 mU-mg de prot.™). Estos resultados,
marcan la importancia del ciclo del glioxilato frente al ciclo de Krebs, pues estas dos
enzimas, la ICL y ICDH, compiten por un mismo sustrato, existiendo un mayor flujo a
traves de la ICL. Los resultados estan de acuerdo con Cronan y La Porte, 1996, que
describen la existencia del operon aceB4K, que codifica para las enzimas del ciclo del
glioxilato, {ICL: aceA y MS: aceB) y una tercera enzima ICDH-quinasa/fosfatasa
{aceK) gue realiza una modificacion postranscripcional sobre ICDH, inactivandola y
permitiendo una mejor competicion de ICL frente a ICDH. Ademas, el ciclo del
glioxilato se ha relacionado con el metabolismo del acetato, existiendo la proteina IcIR,
que reprime la enzima ICL y otras como ACS (Shin er al., 1997).

En cuanto al metabolismo relacionado con el acetil-CoA, la medida de actividad
de las diferentes enzimas implicadas {PDH, ACS, FTA), indico en primer lugar, que ¢l
complejo piruvato deshidrogenasa {(PDH) no presentd practicamente actividad {Figura

5.2B), pues es una enzima asociada al metabolismo aerobio {Knappe y Sawers, 1990).
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De hecho, la produccion de acetil-CoA puede provenir de la actividad de la enzima
piruvato-formiato liasa (PFL), que produce en condiciones anaerobias acetil-CoA y
formiato {Knappe y Sawers, 1990}, del cual se abserva una alta concentracion {15 g7
en las primeras 5 horas de cultivo, que luego disminuyd hasta 7 g-1” a las 15 horas y a

" a las 72 horas (Figura 5.2E). Este descenso puede ser debido a la

niveles de 1,2 gl
metabolizacion del formiato a H; y CO; por la enzima inducible formiato-hidrogeno
liasa que se expresa en condiciones anacrobias y que es regulada por el sistema PhlA
{Unden y Trageser, 1991).

Las otras enzimas analizadas que estan implicadas en el metabolismo del acetil-
CoA fueron la fosfotransacetilasa (FTAY y la acetil CoA sintetasa {ACS). La primera
tiene como sustrato el acetil-CoA y lo transforma en HS-CoA y acetil-fosfato, que a
traves de la actividad de la enzima acetato quinasa {ACK) se transforma en acetato y
ATP {Kleman y Strohl, 1994). Los resultados obtenidos muestran que la FTA alcanzo la
mayor actividad en las primeras 24 horas, con una actividad especifica de 41,7 mU-mg
de prot.”, para disminuir hasta niveles de 5,3 mU-mg de prot.” en las ultimas 48 horas
{Figura 5.2B). El ATP producido por la ACK alcanzo los mayores mveles de
concentracion (0,87 mM) en las primeras 15 horas a partir de las cuales disminuyeron
progresivamente hasta la mitad a las 72 horas de crecimiento celular {Figura 5.2C). Por
otro lado, el nivel de la ACS disminuyo 4 veces de las 15 a las 24 horas, para aumentar
hasta 60,1 mU-mg de prot.” en las ultimas 48 horas Este hecho, se via acompaiiado
por un aumento en los niveles de acetato en el medio de cultivo en las horas iniciales,
sufriendo un pequefio descenso a partir de las 15 horas para mantenerse hasta las 72
horas. Este conjunto de resultados estia de acuerdo con la bibliografia, que describe la
produccion de acetato asociado a la fase de crecimiento exponencial de £. coli por la
ruta FTA-ACK, ¥ un consumo del mismo al inicio de la transicion hacia la fase
estacionaria para ser activado a acetil-CoA por la enzimma ACS {Kuman ef «f., 2000a), y
asi obtener la energia y los compuestos biosintéticos necesarios durante las fases de
crecimiento.

Las concentraciones de acetil-CoA y HS-CoA y su evolucion también aporto
informacion de la relacion entre los metabolismos primario y de la L{-)-camitina, pues
el metabolismo de la L{-)-camitina en £ ¢ofi depende de los niveles de estos dos
metabolitos. Asi, la evolucion con el tiempo de cultivo del nivel de acetil-CoA es
relacionable con las actividades enzimaticas de ACS, FTA y la posible actividad de

PFL, mostrando un aumento de 40 mM hasta 100 mM en el periodo comprendido entre
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las 5 y las 15 horas para descender hasta 40 mM a las 48 horas {(Figura 5.2D). También
s¢ puede observar que el aumnento de la concentracion de acetil-CoA coincidio con una
disminucion de la actividad de ACS, que esti sujeta a una regulacion negativa por
retroalimentacion del acetil-CoA producto de la enzima (Kumari ef «f, 2000a). Sin
embargo, los niveles de HS-CoA se mantuvieron constantes en tomo a 30 mM durante
el ciclo de crecimiento de £. eofi, lo cual indica que su consumo estuvo equilibrado con
su produccion y viceversa.

Respecto a los metabolitos relacionados con el poder reductor, en primer lugar,
se analizo el lactato producido a partir de piruvato a traveés de la enzima lactato
deshidrogenasa {LDH), que consume poder reductor en forma de NADH, regenerando
NAD’. De los resultados obtenidos, se observd que en las primeras 15 horas, la
concentracion de lactato fue de 1,2 g1, disminuyendo hasta 0,3 g1 hasta el final del
cultive {Figura 5.2E). Este hecho puede estar relacionado con los niveles de poder
reductor, expresados por la relacion NADH/NAD®, que fue menor {(048) en las
primeras 15 horas y que aumento progresivamente hasta alcanzar el mayor valor {0,8) a
las 72 horas {Figura 5.2C). Es de destacar que el cociente NADH/NAD" también regula
las enzimas PDH y PFL. Asi un cociente bajo de NADH/NAD® indica menores niveles
de poder reductor ¥y una mayor actividad de la enzima PDH, mientras que un cociente
elevado inactiva a la enzima PDH y activa a la enzima PFL {De Graef ef of., 1999). Este
estudio confirma que en el metabolismo anaerobio el cociente NADH/NAD® fue mayor
{0,48) que en condiciones aerobias (0,1 7Y a las 15 horas de cultivo. Este hecho, justifica
ademds el valor observado para la actividad media de PDH, que es una enzima
relacionada con el metabolismo aercbio {Knappe y Sawers, 1990).

En cuanto al metabolismo secundario implicado en la biotransformacion de
crotonobetaina 50 mM en L{-)-camitina, se¢ observo que la mayor produccion de ésta se
desarrolld en las primeras quince horas alcanzando una concentracion de 10,3 mM.
Tambien fue en este periodo, cuando las enzimas implicadas en la biotransformacion,
con actividad camitina deshidratasa y crotonobetaina reductasa, alcanzaron su maximo
nivel, llegando a valores de 26,5 v 27,0 mUmg de prot.”' respectivamente, para

disminuir progresivamente durante las ultimas 48 horas (Figura 5.2F).
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Figura 5.2. Evolucion del metabolismo de £ eoli 044 K74 en cultivo sobre un medio
complejo anaerobio. Se muestran las actividades especificas de las enzimas: A) ICDH
{isocitrato deshidrogenasa) e ICL (isocitrato liasa), B) ACS (acetil-CoA sintctasa), FTA
{fosfotransacetilasa) y PDH { piruvato deshidrogenasa), C): concentracion de ATP y
cociente NADH/ NAD", D) concentracion de acetil-CoA y HS-CoA E) concentracion
de piruvato, lactato, acetato y formiato. y F) CR {crotonobetaina reductasa) y CDH
{L{-)-carnitina deshidratasa).

Este analisis permite relacionar los dos metabolismos, e indica que las mejores

condiciones para la biotransformacion estin asociadas a la fase de crecimiento

exponencial, dentro de las primeras 24 horas donde existe una mayor produccion de
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encrgia, un poder reductor adecuado y mayores niveles de acetil-CoA. En el Capitulo 3
se¢ demostrd que el ATP es necesario para el transporte de crotonobetaina al interior
celular a traves del transportador {CaiT), ademas es posiblemente también necesario
para la actividad de crotonobetaina/y-butirobetaina-CoA ligasa {CaiC) {Vessey y
Kelley, 2001}, que sintetiza el cofactor requerido {Capitulo 1) para que sea activo el
metabolismo de los compuestos de trimetilamonio.

Los resultados también indican la importancia del ciclo del glioxilato durante el
crecimiento celular al expresarse la maxima actividad de la enzima ICL. Es a partir de
las 24 horas cuando se entra en la fase estacionaria, manteniendose la concentracion de
biomasa entorno a 1,8 unidades de Ago hasta las 72 horas (Figura 5.2F), lo cual
confirma el final del crecimiento celular. Transcurridas las 24 horas el metabolismo
celular sufre modificaciones y se adaFTA a unas condiciones en las que no existe un
medio rico en nutrientes.

As{ pues, se puede afirmar que la biotransformacién de crotonobetaina en L{-)-
camnitina por £. coli 044 K74 en condiciones de crecimiento, esti asociada a la fase de
crecimiento exponencial y a unas condiciones favorables para la célula que le permite
aportar energia y los metabolitos {acetil-CoA/HS-CoA) necesarios para la
biotransformacion. También se asocia a condiciones anacrobias donde la célula esta

sometida a una regulacion positiva a nivel transcripcional.

5.2.2. Metabolismo de £ coli Od44 K74 en la biotransformacion de

crotonobetaina y D{+)-carnitina con células en estado durmiente, Efecto

del NaCl.

En este apartado se analiza las biotransformaciones de crotonobetaina y D{+)-
carnitina 500 mM en L{-}-carnitina, cstudiadas en los Capitulos 2 ¥ 3 de la presente
Memoria, utilizando células crecidas en medio complejo anaerobio durante 15 horas e

incubadas en tampon fosfato 67 mM y NaCl 0,5 M.

5221 Meiabolismo de E. coli 044K74 en esiado durmienie,

En el medio de incubacion control wtilizado en este estudio, descrito en el
apartado correspondiente del capitulo de Materiales y métodos, no existe ninguna fuente

de carbono ni nitrdgeno, es decir, los procesos metabolicos no se destinan a la
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produccion de energia ni de sustratos anabdlicos, sino a mantener la viabilidad celular el
maximo tiempo posible a traveés de las reservas almacenadas en la célula durante el
periodo de crecimiento.

Los resultados obtenidos en este analisis mostraron la importancia del ciclo del
glioxilato en estado durmiente, v en ellos se observo que de las 5 a las 24 horas la
actividad de la enzima ICL se duplico llegando a niveles de 12,9 mU-mg de prot.™. A
pattir de este momento, la actividad volvid a descender a los niveles iniciales (Figura
5.3A). Asi, el flujo a traves del ciclo de Krebs, tras un incremento de ICDH hasta 90,3
mU-mg de prot.” en las primeras cinco horas disminuyé a 19,8 mU-mg de prot.” a las
48 horas {(Figura 54.C). Se produjo por tanto, un incremento del flujo a través de la
enzima ICL quelimito la sintesis de poder reductor a traves de la cadena de transporte
de clectrones. En el analisis del estado energetico de la célula, se observa que la
concentracion de ATP disminuyo desde las primeras horas de incubacion de 0.4 mM
hasta niveles de 0,11 mM a las 24 horas para continuar con un descenso menos acusado
hasta las 72 horas {Figura 5.3B).

Por otro lado, las actividades de las enzimas FTA y ACS disminuyeron desde el
inicio de la incubacion, siendo la actividad de la enzima FTA no detectable a las 5 horas
y la actividad de la ACS cuatro veces menor a las 24 horas, para anularse totalmente en
las horas siguientes de experimentacion {(Figura 5.4A y B). Este hecho fue debido a que
estas enzimas pertenecen al metabolismo anaerobio del que proceden las células, que
posteriormente han sido situadas en estado durmiente, donde se encuentran en
condiciones acrobias. En cuanto al complejo PDH, duplico sus niveles en las primeras
24 horas hasta 19,6 mU-mg de prot.”, para comenzar a disminuir hasta 15,6 mU-mg de
prot.”, en las ultimas 48 horas (Figura 5.3.A). Este hecho, se vio acompariado por unos
niveles de acetil-CoA que se duplicaron hasta las 24 horas para disminuir
posteriormente a los mveles iniciales. Ademas, la concentracion de HS-CoA mantuvo
una evolucion similar a la de acetil-CoA {como se observo en estudios previos).

En el anilisis de 1a biotransformacion bajo estas condiciones, se observo que la
actividad reductasa disminuyo a partir de las 5 horas hasta niveles de 3 mU-mg de prot.”
', mientras que la actividad deshidratasa lo hizo bruscamente durante las primeras 5
horas desde 45,4 hasta 9 mU-mg de prot.”, y en el resto del tiempo de incubacien se
mantuvo en niveles proximos a 4 mU-mg de prot.” (Figura 5.3C). Ademas, se pone de

manifiesto la imnportancia para la biotransformacion de los niveles de ATP y acetil-CoA,

97



Capitufo 5

ya que un descenso de estos coincidio con una parada en la produccion de L{-}-carnitina

a las 24 horas.

[2 [
= m
o o

ICL, PDH
o
L]

{mU/mg de prot.)

g

10.0

5.0

0.0

1.0

0.6

ATP (mM)

- 0.8

- 0.6

- 0.4

- 0.2

- 0.0

Fcy
1=

25

20

CR
{mU/mg de prot.)

15
10

- 50

L 40

r 30

- 20

- 10

=

A

40

Tiempo {h}

U]

80

CCH
{mU/mg de prot.)

NADH /NAD

—a— ICL__ ..,
—a— ICL,
—— PDH_1.
—&— PDHyye

—a— ATP,
—&— ATF, .,
—&— NADH/NAD,,
—0— NADH'/NAD

contol

—— CR.ue
—a— CRyqe
—— CDH i
—&— CDHNacy

Figura 5.3. Evolucion del metabolismo celular en estado durmiente: Control y en
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B) Evolucion del contenido en ATP y del poder reductor celular, ¥y C): Evolucion de

CDH.

También muestra la importancia de las rutas anapleroticas que mantuvicron los

niveles de metabolitos como piruvato, PEP y acetil-CoA, con altas actividades de las
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enzimas ICL y PDH. También, se observo que el metabolismo mantuvo los niveles de
los metabolitos centrales, no destindndose a la division celular ni a energia, ya que la
Agop disminuyd levemnente durante las 72 horas de incubacion y los niveles de ATP
decrecieron rapidamente desde el inicio. Este hecho, aportd una posible explicacion del
alto rendimiento obtenido en la biotransformacion, donde en las 24 primeras horas se
movilizaron las reservas celulares para transformar la crotonobetaina, (nico compuesto
asimilable por la célula del medio de incubacion. Asi, se produjo un descenso en el
contenido en ATP, necesario para el transporte de crotonobetaina al interior celular,
pudiendo ser este uno de los posibles puntos limitantes de la biotransformacion.
Tambien es posible que la enzima crotonobetaina/y-butirobetaina-CoA ligasa necesite
de ATP para formar crotonobetainil-CoA y +-butirobetainil-CoA, que son los cofactores
0 cosustratos imprescindibles para la actividad de las enzimas implicadas en el
metabolisto de L{-)-camitina {Capitulo 1). Esta necesidad de ATP para la CoA-ligasa
se ha postulado por similitud con otras CoA-ligasas { Vessey y Kelley, 2001), estudios

que en un futuro serd conveniente realizar.

5.2.2.2. Efecto del NaCl sobre el metabolismo de £. coli 044 K74 en estado

durmienie,

El NaCl provocd un aumento en ¢l rendimiento de biotransformacion de
crotonobetaina  en L{-}-carnitina, pero no de D{+}-carmitina {Capitulo 3 de la presente
Memoria). Asi, se decidid estudiar el metabolismo de £ colfi 044 K74 en presencia de
NaCl 0,5 M en el medio de biotransformacion.

Los resultados obtenidos en presencia de NaCl, demuestran que la actividad de
la enzima ICL aumentd con el tiempo resultando una mayor actividad que en ¢l caso del
contral (25,6 mU-mg de prot.™) y fue aumentando durante todo el tiempo de incubacion
{Figura 54A), pues en este caso se obtuvieron unos valores por debajo de los
obsetvados en el control. En cuanto a las actividades de las enzimas ACS y FTA, de
forma similar a la incubacion en el medio, disminuyeron en las primeras horas de
incubacion (Figura 54C), siendo ¢l descenso mas acusado de la enzima ACS en las
primeras horas para, posteriormente descender progresivamente hasta el final del
proceso con un comportamiento que indica que existio un mayor flujo de carbono a

traves del ciclo de Krebs que en el control. Ademas, la concentracion de ATP también
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disminuy¢ desde niveles similares a los obtenidos en el control, mientras que el cociente
NADH/NAD" fue mas elevado que en el medio sin NaCl. Este resultado indica que en
presencia de un chogque osmotico la célula aumenta la produccion de poder reductor,
procedente del flujo a traves del ciclo de Krebs tal y como indica la actividad ICDH,
aun, cuando ademas favorezca un determinado flujo de carbono a traves del ciclo del

glioxilato.
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Figura 5.4. Evolucion durante la incubacion en estado durmiente de las enzimas ACS,
FTA e ICDH.
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Estos resultados muestran por primera vez que, independientemente del medio
de biotransformacion, la union entre ambos metabolismos esta relacionada con los
niveles energéticos celulares y permniten afrontar estudios de optimizacion celular
mediante técnicas de Ingenieria Metabolica encaminados a la optimizacion de procesos

de produccion de L{-)-carnitina.

5.3. Conclusiones,

1. El metabolismo de los compuestos de trimetilamonio de £. cofi fue dependiente
de los niveles de ATP y acetil-CoA/HS-CoA, pues descensos en las
concentraciones de estos metabolitos, comncidieron con la finalizacion en la
produccion de L{-jJ-camitina, tanto con células en crecimiento como en estado
durmiente.

2. El metabolismo primario con células en crecimiento en medio complegjo
anacrobio, estuvo marcado por el flujo a traveés del ciclo del glioxilato {enzima
ICL), las actividades de las enzimas ACS y FTA, implicadas en el
mantenimicnto de los niveles de ATP y acetil-CoA, y la formacion de formiato,
que esta asociada a la sintesis de acetil-CoA.

3. La produccion de L{-}-carnitina en el medio complejo en anaerobiosis estuvo
asociada a la fase de crecimiento, alcanzando concentraciones de L{-}-carnitina
de 10,3 mM, debido fundamentalmente a la mayor actividad CDH, 26,8 mU-mg
de prot.”™.

4. El metabolismo primario de las celulas incubadas en estado durmiente, se
caracterizo por las altas actividades de ICL y PDH, enzimas relacionadas con el
metabolismo del acetil-CoA.

5. Los pasos limitantes en la biotransformacion parecen situarse a nivel del
transportador {Cai T}y que ve limitada su actividad por los niveles de ATP yde la
cnzima crotonobetaina/y-butirobetaina-CoA  ligasa que tiene como posibles
sustratos el ATP y la relacion de acetil-CoA/ HS-CoA, pues descensos en las
concentraciones de estos dos metabolitos coinciden con la disminucion en el
rendimiento de la biotransformacion.

6. Asi, la seleccion de cepas que almacenen gran cantidad de material de reserva
y/o la modificacion de las actuales y unas condiciones adecuadas encaminadas a

conseguir células con mayores niveles energéticos y con mayores actividades en
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las enzimas asociadas a la biotransformacion {CDH, ICL, PDH, CoA-ligasa y
proteina transportadora), podran reducir los efectos limitantes de estos pasos y

aumnentar el rendimiento del bioprocesao.
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&.1. Introduccion.

La citometria de flujo es una técnica de analisis celular cuyo fundamento se basa
en hacer pasar una suspension de células alineadas por delante de un laser focalizado. El
impacto de cada célula con el rayo de luz produce sefiales que son recogidas por
distintos detectores {Davey y Kell, 1996). Entre las muchas posibilidades que ofrece el
citometro de flujo en Microbiologia destacan: la discriminacion de microorganismos
utilizando la dispersion y mezclas de fluoroforos, o anticuerpos u oligonucledtidos
marcados con fluorocromos (Tanke v Van der Keur, 1993; Davey y Kell, 1996;
Robertson er of., 1998) y la interaccion de microorganismos con drogas, antibidticos u
otras sustancias toxicas para la ceélula {Mason ef of., 1994; Pore, 1994; Porter ef oi.,
1995; Lange er ai., 1997, Lisle ef al., 1999, Amanullah e af., 2002 y 2003). Tambicn,
se puede realizar un seguimiento del ciclo celular {Crissman ef af., 1985), determinar el
namero de cromosomas y de origenes de replicacion, la pérdida de plasmidos (Seo ¥
Bailey, 1987, Boye y Lobner-Olesen, 1991), contabilizar células (Pinder et al., 1990),
determinar el ADN ({Lebaron y Joux, 1994; Soriano et af., 1999; Button y Robertson,
2001) y cuantificar componentes intracelulares tan importantes como el ADN, ARN y
proteina {Garcia-Ochoa er «f., 1998). Ademds, ésta técnica permite la separacion y
aislamiento de cepas de alto rendimiento para uso biotecnologico, ya gque tiene la
capacidad de separar poblaciones celulares seleccionadas como optimas mediante el uso
de placas deflectoras, lo que se denomina como clasificacidn o “sorting™. Asi, algunos
autores han conseguido, utilizando esta técnica, seleccionar cepas de Rhizopus arrhizus
altamente productoras de lipasa {Betz ef ai., 1984) y han optimizado la sobreexpresion
de proteinas recombinantes en £, coli {Soriano ef ai., 2002).

Tambien, mediante el uso de colorantes fluorescentes que son capaces de unirse a
compuestos intracelulares especificos, se puede obtener informacion sobre la fisiologia
celular y su metabolismo, permitiendo la determinacion de la viabilidad celular (Jepras
ef al., 1995; Lopez-Amoros ef al., 1995; Mason er af., 1995, Nebe-Von Caron y Badley,
1995, Porter ef af., 1995; Nebe-Von Caron ef «f., 1998) y el analisis del estado
fisiologico de células individuales {Jepras er af., 1995, Hewitt ot al., 199%a y 19599,
Tholozan et af., 1999; Williams ef af., 1999; Nebe-Von Caron ef af., 2000; Ritz ef ai.,
2001). Todas estas aplicaciones son de gran utilidad en Medicina, Microbiologia y

Biotecnologia (Davey y Kell, 1996, Riesenberg er ., 2001).
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En general, la integridad de la membrana plasmitica {MP) bacteriana se puede
detectar mediante su permeabilidad selectiva, ya que le permite excluir o retener
colorantes como el 1oduro de propidio (IP) o el bromuro de etidio (BE) {Shapiro, 1995,
Davey y Kell, 1996}, El IP es un colorante fluorescente vital capaz de unirse a ADN
pero incapaz de atravesar la MP cuando permanece intacta {Nebe-Von Caron y Badley,
1995; Davey y Kell, 1996; Hewitt ef af., 199%a y 1999b). De esta manera, el que una
poblacion celular no se tifia con IP supone la existencia de células con una MP intacta,
que generalmente se clasifican como células viables, mientras que las células tefiidas
con IP representan a células muertas debido a la peérdida de integridad de 1a MP, lo que
indica también la pérdida de la actividad metabolica y de la capacidad de division
celular. Por otro lado, el BE es capaz de unirse tambien al ADN y atravesar la MP
celular intacta. No obstante mediante un sistema de transporte activo no especifico es
bombeado al exterior en células sanas {Hewitt ef «f., 1999b). Asi, el BE guedaria
incluido en las células desenergizadas y en las despolarizadas {Midgley, 198 7).

Por otro lado, la actividad metabolica en células bacterianas se puede medir por
medio del gradiente electroquimico generado por celulas sanas al poseer transportadores
pasivos y activos a traves de la MP {Shapiro, 1995). La disipacion del potencial de la
MP conduce a una situacion donde la célula pierde la capacidad de proteger su
citoplasma del medio exterior y puede afectar severamente a las funciones normales de
la célula. E1 compuesto bis-{acido 1,3-dibutilbarbiturico} trimetin oxonol (BOX) es un
colorante fluorescente lipofilico, anionico y no toxico, capaz de unirse a la MP cuando
gsta se encuentra despolarizada y se distribuye en funcion del gradiente de potencial de
membrana {Davey y Kell, 15996, Nebe-Von Caron y Badley, 1995). Asi, la tincion con
BOX puede dar una medida del nivel de estrés metabolico a que estd sujeta la célula.
Asi, el uso conjunto de los colorantes [P y BOX puede permitir medir de forma
aproximada el estado fisiologico de la poblacion celular. En la Tabla 6.1 se indica la
clasificacion de la viabilidad celular segin la tincion con [P y BOX.

En bioreactores la poblacion celular experimenta cambios fisiologicos vy
bioguimicos a lo largo del bioproceso, lo que implica la existencia de diferentes estadios
celulares dentro de la misma poblacion {(Anderson e @i, 1996; Neve-Von Caron y
Badley, 1998; Kell et «f., 1998). De hecho, algunos autores {Poter ef ai, 1995;
Anderson et al, 1996) han clasificado las posibles poblaciones celulares dentro del
reactor como: celulas viables, viables pero no cultivables {(no forman colonias en placa)

y celulas muertas. Sin embargo, las células pueden permanecer con la MP despolarizada
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y/o con la MP y pared celular permeabilizada (Hewitt erf af., 19993 y 1999b). Asi,
mediante el uso especifico de colorantes celulares y utilizando la citometria de flujo se
ha postulado la siguiente clasificacion: células viables reproductivas, celulas vitales,
celulas intactas {(depolarizadas) y células muertas (permeabilizadas) {Hewitt ef af., 1998;
Nebe-von Caron ef «f., 1998, Hewitt er «f., 2000)). Las caracteristicas de los tipos

celulares mas aceptados se resumnen en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Clasificacion de los colorantes y viabilidad celular mediante la utilizacion de
IP y BOX {Nebe-Von Caron y Badley, 15993).

Células viables reproductivas o proliferativas: Son las células que se encuentran en
division y pueden crecer bajo las condiciones de laboratorio; su deteccion se puede
realizar mediante crecimiento en placa {IP” y BOX).

Céluias vitales: Son las celulas que poseen actividad metabolica medible mediante
potencial de membrana, actividades enzimaticas, sintesis de Acidos nucleicos,
proteinas, etc, pero no es posible medir su crecimiento por recuento en placa (IP” y

BOX").

Células intactas: Son las células que presentan una permeabilidad selectiva ¥ una
integridad de membrana, pero practicamente carecen de actividad metabolica o
divisidn celular. Su deteccion se puede realizar mediante la exclusion de colorantes de
union a ADN impermeables a membrana {IP” y BOX™),

Células muertas: Son estructuras celulares con informacion genética que carecen de
integridad de membrana y gue estin expuestas a un ambiente en continua
descomposicion. Son permeables, carecen de actividad metabolica, no presentan
division celular y su deteccion se puede realizar mediante entrada selectiva de
colorantes de membrana (IP* y BOX™.

Se han realizado algunos estudios con £. cofi, utilizando el citometro de flujo ¥
los colorantes anteriormente descritos, para detectar situaciones de estrés celular en un
biorreactor durante el crecimiento celular {(Hewitt ef @f, 1998a, 1998b y 2000),
caracterizar el estado fisiologico celular en cultivos semicontinuos de alta densidad
celular {Hewitt ef «f., 1999a) y con limitacion de glucosa (Hewitt er af., 1999b) v
estudiar el escalado de cultivos de alta densidad en diferentes situaciones de crecimiento
{Hewitt er «f 2000).

El trabajo que se presenta en este capitulo consistio en la optimizacion de
técnicas de tincion y uso del citdmetro de flujo para determinar la evolucion del
contenido en ADN, ARN y proteina por unidad de célula, o en toda 1a poblacion celular,

durante la biotransformacion de crotonobetaina o D{+)-camitina en L{-})-camitina por
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celulas de £ cofi en crecimiento o en estado durmiente en reactores discontinuos bajo
diferentes condiciones. Para ello, se utilizo BE para tefiir acidos nucleicos y FICT para
determinar proteinas. Al mismo tiempo, se utilizo la técnica de multitincion mediante la
utilizacion conjunta de IP y BOX para determinar la viabilidad celular de la poblacion
global en el reactor v la evolucion de las diferentes poblaciones celulares durante dichas
biotransformaciones, de forma que permitiera conocer cuales de ellas estan implicadas.
Los experimentos se realizaron con células que habian crecido en un reactor con medio
complejo anaerobio, descrito en el capitulo de Materiales y métodos. Los resultados
obtenidos bajo diferentes condiciones se compararon entre si con tal de obtener

informacion que permita optimizar el proceso de biotrans formacion.

6.2. Resultados y discusion.

6.2.1. Medida de los componentes celulares proteina, ARN ¥y ADN mediante
citornetria.

Para poder realizar medidas cuantitativas de proteina, ARN y ADN celular por
citometria de flujo es necesario relacionar la sefial por unidad de célula obtenida por
citomnetria de flujo con la procedente de una técnica fluorimétrica, transformada en
fluorescencia por unidad de célula. A su vez, la sefial generada por el fluorimetro debe
relacionarse con cantidades conocidas de proteina, ARN y ADN. Para establecer dicha
relacion, se prepararon soluciones de concentracion conocida de estas sustancias tefiidas
con ¢l colorante apropiado (FITC para proteina, y BE para ARN y ADN), y se midio la
fluorescencia generada por medio de fluorimetria, tal y como se explica en el apartado
de Materiales y métodos. De esta manera, las rectas de calibrado obtenidas permitieron
conocer directarmnente la cantidad de proteina, ARN y ADN por unidad de célula, y por
extension su evolucion en un cultivo celular o en un medio de biotransformacion,
usando (nicamente la citometria de flujo. Las rectas de calibrado de relacion lineal entre
la sefial producida por fluorimetria y las concentraciones de proteina, ARN y DNA, en
mg/ml fueron las siguientes: Proteina, b=128755,87, a=1237,29; r2=0,9416; ARN,
a=118973,94; b=-2434.93; r’=0,9699 y ADN, b=715,33; a=228571,69; r’=0,9928 para
la ecuacidon de la recta y=ax +b. Los resultados obtenidos provienen tres experimentos de

cultivos celulares de £, cofi 044 K74,
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Una vez conocida la relacion existente entre la concentracion de proteina, ARN o
ADN y la intensidad de fluorescencia generada tras su analisis fluorimétrico, se
procedio a realizar el correspondiente calibrado del citometro de flujo respecto a dichos
componentes celulares. Para ello, se emplearon celulas de un medio de cultivo complejo
anaerobio, a distintos tiempos de cultivo. La deteccion de la proteina celular se realizo
por tincion con FITC, y la del ARN y el ADN intracelulares con BE, y posteriormente
se trata las células con DNasa y RNasa, respectivamente. La fluorescencia de las células
tefiidas se analizo por citometria de flujo y por fluorimetria, en las condiciones gque se
expresan en Materiales y métodos. La intensidad de fluorescencia del fluorimetro se
refirio por unidad de célula, y se represento frente a la generada por unidad de célula del

citometro. La recta de calibracion de proteina se recoge en la Figura 6.1.

Figura 6.1. Correlacion entre la  intensidad de fluorescencia  medida
espectrofluorimeétricamente que generan células de £, coli 044 K74 tefiidas con FITC, v
la intensidad de fluorescencia media que producen en su estudio por citometria de flujo.
Ecuacion de la recta y=ax+b: b=-14,8%; a=0,023; r2=0,9268. Los analisis fluorimétrico y
citomneétrico se realizaron tal y como se presenta en Materiales y metodos.
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En la Figura 6.2, se representan las rectas de calibrado del citdmetro para el
ARN y el ADN, en unidades arbitrarias de fluorescencia, tras el tratamiento celular con
DNasa y con RNasa, respectivamente. Al representar los valores obtenidos frente a la
intensidad de fluorescencia media procedente de los andlisis por citometria de flujo
correspondientes, se obtuvo una relacion lineal entre la intensidad de fluorescencia
media y los miligramos de proteina, ARN o ADN por umdad de celula. Estas rectas se

representan en la Figura 6.3.
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Figura 6.2. Correlacion entre las intensidades de fluorescencia media determinada
espectrofluorimétricamente y por citometria de flujo, que generan células de £, coli 044
K74 tefiidas con BE y tratadas con a) DNasa, ccuacion de la recta y=ax+b: b=-7,71;
a=0,016; 1°=0,9307; v con b) RNasa, ecuacion de la recta y=ax+b: b=-7,06; a=0,015;
r°=0,9470. Los analisis fluorimétrico y citométrico se realizaron tal y como se expresan
en Materiales y métodos.
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Los valores obtenidos de los coeficientes de correlacion son indicadores de la
adecuacion de estas medidas. Ademas, estas relaciones permiten cuantificar la
evolucion de estas variables, tanto en diferentes estados fisiologicos como a lo largo de

un cultivo celular en continuo, semicontinuo o discontinuo.

Figura 6.3. Relacion lineal {y=ax+b) entre la intensidad media de fluorescencia del
citdmetro y la concentracion de a) ARN; donde b=423,262; a=6900; vy rz=Cl,94?3; b)
ADN; donde b=484.967, a=14989; y r’=0,9526; y ¢) proteina; donde b=649775,
a=5,127; y r’=0,9310, por unidad de célula para £ coli 044 K74,
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6.2.2. Estudio del estado fisiologico de £. coli 044 K74  en crecimiento
anaerobio,

Una vez establecidas las relaciones lineales entre los niveles de los componentes
intracelulares y la sefial obtenida por citometria de flujo, se procedid a estudiar su
evolucién en £ cofi en medio complejo bajo condiciones anaerobias. Para ello, se
realizo un seguimiento del contenido en proteina, ARN y ADN por unidad de célulaa lo
largo del tiempo.

Asi, la cantidad de proteina por unidad de célula aumento hasta alcanzar valores
de 15,0 x 107" mg/célula alrededor de las 9 horas de experimentacion, durante el
crecimiento celular en el medio complejo en condiciones anaerobias {Figura 6.4a). A las
72 horas de cultivo, lejos de disminuir aumentd ligeramente hasta alcanzar 17,8 x 107
mg/ceélula. La curva de proteina por unidad de célula se asemeja a la curva de
crecimiento obtenida por medio del seguimiento de la absorbancia a 600 nm. Tras la
ctapa estacionaria ¢l nivel de la proteina aumento ligeramente. Este aumento se produjo
ya en la fase de muerte celular, y pudo deberse a la produccion de proteinas de estrés
celular, aunque no se vio acompanado por un aumento paralelo de la cantidad de ARN
{Figura 6.4b), sino por una disminucidn, ya que se estuvo produciendo la muerte
celular.

En cambio, la evolucion de los contenidos en acidos nucleicos no fue similar al de
proteina, pues tras la etapa estacionaria tanto la cantidad de ADN como de ARN por
unidad de celula disminuyeron paralelamente a la absorbancia (Figura 6.4b y c). Sin
embargo, al comienzo de la fase exponencial las variaciones presentaron un maximo
entre las 3 y 8 horas de cultivo, restableciendose de nuevo los miveles de ARN y ADN
por unidad de célula alrededor de las 13 horas de cultivo, para a continuacion descender,
paralelamente a la absorbancia después de las 48 horas. El nivel de ADN pasa a ser el
doble en el primer méaximo, debido probablemente a la existencia de una gran actividad
de duplicacion del ADN y crecimiento, que rapidamente disminuyo debido a la division
celular. Posteriormente, el ADN volvid a aumentar al doble entre las 13 y 48 horas, la
replicacion del ADN continud, pero tanto ésta como la division celular fueron mas
lentas por encontrarse las células en la fase estacionaria. El ARN describe una curva
similar a la del ADN y presento el mismo comportamiento a largo del tiempo de

cultivo.
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Figura 64, Variacion de las concentraciones de proteina, ARN y ADN, durante un

cultivo de £. cofi 044 K74 en el medio complejo bajo condiciones anaerohias. a) {4}
Proteina. b} {#) ARN. c) {#) ADN. {/) Absorbancia a 600 nm.

Este aumento inicial de acidos nucleicos durante la fase exponencial y la posterior
disminucion al final de esta fase, se han observado en otras cepas de £. cofi por Boye y
Labner-Olensen {1991} y Akerlund ef af., (1995). Estos autores mediante citometria de
flujo y utilizando cepas patron {cantidad de ADN conocida), describen que en el estado
estacionario las células llegan a contener dos e incluso mas cromosomas durante dias,
pero no cuantifican el contenido de ADN. En este estudio se han detectado dos
cromosomas en el estado estacionario, y se cuantifica mediante la oportuna calibracion

con ADN patron.

6.2.3. Andlisis de la viabilidad de un cultivo de E. coli 044 K74 por citometria
de flujo bajo condiciones anaerobias.

Se analizo la viabilidad celular mediante citometria de flujo con los colorantes IP
y BOX, de células de £ coli 044 K74 creciendo en un medio complejo bajo
condiciones anactobias en reactor discintinuo. Asi, se observo que a las 15 horas  del
inicio del cultivo bajo condiciones anaerobias existio un pequefio porcentaje de tincion
con BOX, solo el 0,66%, lo que indico que muy pocas células se encontraban en el
estado de células intactas. Por otro lado, las células tefiidas con IP y BOX fueron
unicamente el 1,8%. Asi, mas del 95% del cultivo celular se encontraba en estado de
celulas viables reproductivas o de células vitales {Nebe-Von Caron y Badley, 1995),
predominando seguramente el primer estado por tener el cultivo tan salo 15 horas
{Figura 6.6a).

Cuando el cultivo llegd a 30 horas, el porcentaje de células intactas aumento al
2,5%. Las células muertas representaron el 4,2% del cultivo {Figura 6.5b). A las 48
horas de cultivo las células tefiidas con BOX fueron un 4,7% del total. En este tramo
del cultivo se observa una disminucion de la poblacion tefitda con [P y BOX a un valor
del 2,1% (Figura 6.5c). Esta disminucion se correspondio con la disminucion de la
absorbancia medida a 600 nm, y con la disminucion de la concentracion de acidos
nucleicos detectada por citometria de flujo debidos a una degradacion celular {Figura
6.4b y c). De hecho, a las 72 horas volvid a aumentar el porcentaje de células tefiidas

con IP y BOX al 3,6%, y de las células tefiidas con BOX al 7,6% (Figura 6.5d).
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Figura 6.5. Viabilidad de un cultivo de £. coli 044 K74 en un medio complejo bajo
condiciones anaerobias a un tiempo de incubacion de: a) 15 horas, by 30 horas, c) 48
horas, y d} 72 horas.

Se puede concluir que el canal medio de fluorescencia para células tefiidas
tnicamente con BOX fue aumnentando conforme se desarrollo el cultivo, al igual que el
porcentaje de despolarizacion celular. Aun asi, no se alcanzaron porcentajes de tincion
clevados. La mayor parte de la poblacion permanecio en estado viable reproductivo o en
estado de célula vital, por lo que no existio un elevado estrés celular como consecuencia
de limitacion de fuente carbonada, o por acumulacion de miveles toxicos de bio-
productos, que son las principales causas que llevan a la despolarizacion de la

membrana celular, y con el tiempo a la permeabilizacidn y consecuente muerte celular

{Hewitt ef ai., 1999a).
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6.2.4. Evolucion de los componentes celulares en células durmientes de E. coli
044 K74 bajo diferentes condiciones en la biotransformacion de
crotonobetaina en L{-)carnitina.

Se analizé mediante citometria de flujo la evolucidn de la cantidad de proteina,
ARN y ADN de células de £. cofi 044 K74 durante 1a biotransformacion en estado
durmiente de crotonobetaina en L{-)-carnitina {Materiales y métodos), en presencia y
ausencia de NaCl, ya que la presencia de NaCl en el medio de biotransformacion
mejoro su produccion, tal y como se presenta en el Capitulo 3 de esta Memoria.

Las células que realizaron la biotransformacion procedian de un medio complejo
anaerobio a las 15 horas de cultivo vy se colocaron en el medio de biotransformacion
descrito en Materiales y métodos. Como se ha expresado en el apartado 6.2.3, alas 15
horas de un cultivo complejo anacrobio las células se encontraron en un estado de
replicacion del material genético, ya que estan al final de la fase exponencial de
crecimiento, cerca de ser diploides, de ahi que posean casi el doble de acidos nucleicos
{Figura 6.5). Por otro lado, los niveles de proteina se encontraban casi al maximo de
produccian.

En ausencia de NaCl, la concentracion de proteina inicial fue de 16,4 10"
mg/célula a las cero horas, y alcanzd valores de 20,5 x 107" mg/célula a las 22 horas de
cultivo (Figura 6.7a). Posteriormente, disminuyd a valores de 17-18 x 107" mg/célula a
las 29 horas, manteniéndose constante hasta las 72 horas de experimentacion. El
maximo de proteina coincidid con niveles estables de ARN y de ADN (Figura 6.7a),
entre 8-12 x 107" mg/célula entre las cero v las 25 horas, v 3-5 * 107 'mg/célula entre
las cero y 30 horas, respectivamente. A partir de las 22 horas, el ARN disminuyo para
oscilar entre 0,5-2,5 x 10" mg/célula, lo que indicd una degradacion de ARN y el DNA

tuvo desde el inicio del proceso una tendencia a degradarse.
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Figura 6.7, Andlisis por citometria de flujo de la evolucion de proteina {4), ARN (v) ¥
ADN () durante la biotransformacion de crotonobetaina en L{-)-camitina a partir
celulas de £ coli 044 K74 obtenidas de un medio complejo anacrobio. A) Control. B)
En presencia de NaCl 0,5 M.

El que se mantuvicra la proteina casi constante a partir de las 28 horas pudo
deberse a la expresion de proteinas relacionadas con el estrés celular, por encontrarse las
células en un medio que contiene dnicamente tampon fosfato y el sustrato a
biotranstormar. Por otro lado, el mantenimiento de la proteina también pudo deberse al
inicio de apoptosis a partir de las 30 horas, ya que comienza a descender el mvel de
ADN por debajo de 3 * 107" mg/célula.

En los experimentos llevados a cabo en presencia de NaCl se produjo solo un
ligero aumento de 14,3 x 107 mgfceélula a tiempo ceroa 17,3 x 107 mg/célula a las 2
horas, manteniendose durante el tiempo de experimentacion {Figura 6.7b). El contenido
de ARN {Figura 6.7b}) no disminuyd tan bruscamente como en el medio sin NaCl, por lo
que se¢ demuestra una mayor actividad de sintesis de proteinas, seguramente debida al
estrés osmatico que supone la presencia del NaCl, con las consecuencias que
anteriormente se expusieron. De hecho este fue el medio en el que mayores cantidades

s¢ han detectado tanto para el ADN (Figura 6.7b) como para ¢l ARN, con un maximo
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de 6,97 x 10"y 18,51 » 107" mg/célula a las 7 horas, respectivamente. A partir de las
30 horas comenzd la degradacion de acidos nucleicos, probablemente por inicio de la

Apoptosis.

6.2.5. Andlisis de la viabilidad de E. coli 044 K74 durante la biotransformacion
de crotonobetaina en L{-)-carnitina bajo diferentes condiciones.

Se analizo la viabilidad celular mediante citometria de flujo con los colorantes IP
y BOX, de células de £. coli 044 K74 en estado durmiente incubadas bajo condiciones
acrobias procedentes de un medio complejo incubado bajo condiciones anacrobias,
durante la biotransformacion de crotonobetaina en L{-)-carnitina, en presencia y
ausencia de NaCl 0,5 M.

A tiempo cero, existio practicamente el 100% de viabilidad celular. Alas 24 horas
{Figura 6.8b) el 19.94% de la poblacion celular se tifio con BOX y el 5,86% del cultivo
son células muertas, que se tifieron con [P y BOX. Como se aprecia en la Figura 6.8 c y
6.9, a las 48 horas, las células tefiidas con BOX eran ya el 40,7% de la poblacion,
mientras que las células muertas el 0,88% del cultivo. Esta disminucion de las células
muertas pudo deberse a su desaparicion por degradacion, asi como a la disminucion de
los 4cidos nucleicos, a cantidades comprendidas entre 0,5-2,5 x 107" mg/célula para el
ARN, vy de alrededor de 1 x 107" mg/célula para el ADN {Figura 6.8a), por lo que la
tincion con IP era menor, y en caso de no contener las células dcidos nucleicos éstas se
tefiirian unicamente con BOX (fantasmas celulares, Nebe-Von Caron ef &f., 1958).

Al termino del experimento a las 72 horas, ¢l 68,4% de la poblacion celular se
tifio con BOX y el 1,3% de la poblacion eran células muertas con material genético
{Figura 6.8d). En este punto ya no se detectd el ADN, y el ARN se encontrd en
cantidades infimas {Figura 6.7a), por lo que gran parte de la poblacion de células tefiidas
con BOX correspondieron a fantasmas celulares. Ademds, el canal medio de
fluorescencia roja para células muertas disminuyd, lo que también indicd una

degradacion del material genético en las células muertas.
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Figura 6.8. Analisis de la viabilidad durante 1a biotransformacion de crotonobetaina en
L{-}-camitina a partir de células de £ cofi 044 K74 de un medio complejo anaerobio.
Tiempo a) 15 horas de un medio complejo anacrobio, los datos corresponden con el
tiempo cero de biotransformacion, b) 24 horas, ¢) 48 horas, y d) 72 horas. Los ensayos
de wviabilidad se realizaron con IP y BOX, tal y como se explica en correspondiente
apartado de Materiales ¥ metodos.

El canal medio de fluorescencia para células tefiidas con BOX aumentd a lo largo

del tiempo, de 451,2 a las 24 horas a 578,6 a las 72 horas, reflejando una mayor

despolarizacion de las nembranas celulares.

En la Figura 6.10, sc presentan los experimentos llevados a cabo en presencia de
NaCl. Como se puede observar, a las 24 horas de experimentacion el 26,6% de las
celulas se encontraban tefiidas con BOX y el 32,0% de la poblacion eran muertas, pero
continuarcn realizando la biotransformacion. Al mismo tiempo de experimentacion, el

medio sin NaCl generd menos dafio celular, ya que presentd un 5,9% de células
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muertas, ¥ un 19,9% de células tefitdas con BOX. Estos resultados son consecuencia de
la presencia de NaCl, ya que s¢ ha observado que se produce permeabilizacion celular
debido al estrés osmotico {Nebe-Von Caron ef @f., 1998 y Capitulo 3 de la presente
Memoria).

Ademas a las 48 horas, el 47,3% de poblacion se tefiia con BOX y las células
muertas representaban el 2,3% de la poblacion celular, con un gran descenso del canal
medio de fluorescencia roja {de 366,7 a las 24 horas a 300,2 a las 48 horas). Este hecho
se debid a los escasos Acidos nucleicos que permanecen en la célula, de forma que la

mayoria de la poblacion celular estaria constituida por fantasmas celulares, y se tefiirian

tnicamente con BOX {Nebe-Von Caron er af, 1998).

Figura 6.9. Anilisis de la viabilidad durante la biotransformacion de crotonobetaina en
L{-}-camitina en presencia de NaCl, a partir de células de £. cofi 044 K74 de un medio
complgjo anacrobio. Los resultados de wviabilidad fueron calculados sumando los
porcentajes de células tefiidas con BOX y IP y restando el valor al 100%. Control (%) ¥
NaCl (v) .
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Al final del proceso el 80,4% del cultivo se tefiia con BOX y el 1,5% de la
poblacion eran celulas muertas con material genético (Figura 6.10). Pero por la misma
razon que a las 48 horas, la mayoria de las células serian fantasmas celulares, y se
tefiirian unicamente con BOX. Este medio siempre presentd un porcentaje de tincion
con BOX mayor que el medio sin NaCl, probablemente debido al estrés osmotico que
implica su presencia.

El canal medio de fluorescencia para células tefiidas con BOX aumento a lo largo

del tiempo, de 4878 a las 24 horas a 563,2 a las 72 horas.

a) b)
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FLZ-H —=
1

LB -
Ll -t

Figura 6.10. Anilisis de la viabilidad durante la biotransformacion de crotonobetaina
en L{-}-camnitina en presencia de NaCl 0.5 M, a partir de células de £ cofi 044 K74 de
un medio complejo anaerobio. Tiempo a) 15 horas de un medio complejo anaerobio,
los datos corresponden con el tiempo cero de biotransformacion, by 24 horas, c) 48
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horas, y d). 72 horas. Los ensayos de viabilidad se realizaron con IP y BOX, tal y como
s¢ explica en correspondiente apartado de Materiales y métodos.

6.2.6. Evolucion de la produccion de L(-)-carnitina y de la biomasa, durante una
biotransformacion de crotonobetaina con células durmientes de FE. colf
044 K74,

En la Figura 6.11, se representan las evoluciones del sustrato y del producto de 1a
biotranstormacion con células durmientes de £ coli 044 K74, correspondientes al
ensayo control que se presentan en las Figuras 6.7 a y 6.8. Como se puede observar a lo
largo del proceso, se produjo una muy ligera disminucion de la biomasa, mientras que

siguid existiendo produccion de L{-)-camitina, alcanzando un equilibric a tiempos
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Figura 6.11. Evolucion de la biotransformacion de crotonobetaina 50 mM con células

de £ coli 044 K74 en estado durmiente, crecidas en un medio complejo con fumarato.

a) Biomasa 1,82 U de Agwp, b) Biomasa utilizada 1,02 U de Agw. Crotonabetaina {v),
L{-}-camitina {5}, Biomasa {A}.

Las celulas que se utilizaron en la biotransformacion de crotonobetaina son

ceélulas durmientes de £. ecoli 044 K74 procedentes de un medio complejo anaerobio

que como ya se indico dejaron de tener Acidos nucleicos detectables a las 72 horas

{Figura 6.7 a) . De hecho, a las 48 horas, existio un 40% de células tefiidas con BOX
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{Figura 6.8}, de las cuales gran parte cran fantasmas celulares, asi como a las 24 horas,
cerca del 20% de las células estaban despolarizadas, representando células intactas que
pueden ser viables pero no cultivables.

Todo ello lleva a la conclusion de que la biotransformacion puede ser llevada a
cabo por celulas muy dafiadas e incluso muertas. Estos resultados demuestran que, en
primer lugar, las medidas de absorbancia no generan una informacion adecuada sobre el
estado fisiologico celular. En segundo lugar, se confirma que las células dafiadas pueden
realizar biotransformaciones, ¥ que por lo tanto los estudios de viabilidad por citometria
de flujo pueden ayudar a encontrar medios que permitan alargar la vida media
biotransformante de las células bacterianas, mediante el uso de agentes que incrementen

la estabilidad celular {polietilenglicol, glicerol, etc.).

6.2.7. Evolucion de la concentracion de proteina, ARN y ADN de E. coli 044
K74 en medio complejo bajo condiciones anaerobias,

Con objeto de determinar si la técnica de citometria de flujo podria seguir la
evolucion de la poblacion total de células existentes en el medio del reactor, mediante
medida de la concentracion total de proteina, ADN o ARN, las células fueron sometidas
a las protocolos de tincion y analizadas por citometria de flujo.

Como se puede observar en la Figura 6.12, las evoluciones de las concentraciones
de proteina, de ARN y de ADN en mg/ml de medio de cultivo siguieron una curva de
crecimiento, por lo que se podrian utilizar para describir la evolucion de un cultivo
bacteriano. La concentracion de ADN y de ARN alcanzaron valores iguales al doble del
valor inicial {de 0,08 a 0,16 mg/ml el ADN, y de 0,2 a 0,4 mg/ml el ARN}, a un tiempo
de 24 horas de crecimiento. En cambio, la concentracion de proteina alcanzada desde el
inicio fue el triple {de 0.05 a 0.5 mg/ml} al mismo tiempo {Figura 6.12).

Los walores de las concentraciones de proteina, ARN y ADN fueron obtenidos a
pattir de los datos de citometria de flujo por unidad de célula, ¥ multiplicando por el
nimero de células que corresponde a la absorbancia de la muestra, dato suministrado
por el citometro de flujo. Garcia-Ochoa ef af., {1998) determinaron la concentracion de
proteina, ARN y ADN en Xawthomonas Campestris, por meétodos biogquimicos,
mediante fluorimetria y citornetria de flujo, y en todos los casos se reprodujo una curva
de crecimiento, lo que permitio utilizar la informacion obtenida para establecer modelos

de crecimiento celular.
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Figura 6.12. Evolucion de un cultivo de £. coli 044 K74 bajo condiciones acrobias, en
un medio complejo anaerobio. {2} Proteina, (v) ARN, {5} ADN en mg/ml de medio de
cultivo, y () absorbancia medida a 600 nm.

Este trabajo demuestra la eficacia de la técnica de citometria de flujo para que,
una vez calibrada oportunamente, puedan deducirse conclusiones no solo sobre el
estado fisiologico celular sino también cuantificar los componentes intracelulares que
podrian representar la evolucion de las distintas poblaciones celulares existentes en un

reactor para su inclusion en modelos matematicos.

6.3. Conclusiones.

1. Se observo una buena correlacion entre la técnica de citometria de flujo y una
técnica fluorimeétrica, con un limite de deteccion de 0,02 fg/célula para la proteina,

0,01 fg/celula para el ARN y 0,005 fg/celula para el ADN, respectivamente.
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2. La técnica de citometria de flujo permitio conocer los niveles de proteina, ARN y
ADN durante las biotransformaciones realizadas bajo distintas condiciones, asi
como deterrninar de manera rapida y precisa los cambios fisiologicos en la
poblacion celular durante las diferentes fases de crecimiento y el propio estado
durmiente celular.

3. La tincion simultdnea de [P y BOX, permito establecer que las poblaciones
celulares existentes en el reactor discontinuo durante la biotransformacion con £,
eoli 044 K74 en medio anaerobio de crecimiento se correspondieron con células
viables y cultivables o células vitales.

4. Parte del proceso de biotransformacion de crotonobetaina con células de £, coli
044 K74 en estado durmiente fue realizado por células muy dafiadas o muertas,

no obstante el rendimiento en L{-}-camitina fue mayor en estas condiciones.
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7.1. Reactivos utilizados.

L{-)-carnitina, D{+}-camitina, y frams-crotonobetaina fueron suministrados por
la empresa Biosint S.A. {Roma, Italia). El hidrolizado de caseina, la albamina de suero
bovino (ABS), el acido desoxirribonucleico (ADN) tipo I de levadura, el acido
ribonucleico { ARN) tipo II de Calf Tymus, la lisozima de huevo, la nbonucleasa tipo I-
A de pancreas bovino, la desoxiribonucleasa [ de pancreas bovino, el ioduro de propidio
{IP), el bromuro de etidio {(BE), el isotiocianato de fluoresceina {FITC), acetilCoA,
carnitina-acetiltransferasa (CAT), acido 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzoico {DTNB), dimetil
sulfoxido (DMSO), etilendiaminatetraacétido tetrasodico hidratado (EDTA), 1-N-
feninaftilamino {NPN}, Tween 20, polietilemimina (PEI), acetil-fosfato, adenosina
trifosfato {ATP), alcohol deshidrogenasa {ADH), bromuro de 3-[47,5"-dimetil-tiazol-2-
11]-2 4-difeniltetrazolio {MTT), D,L-camitina, citrato sintasa (CS), coenzima A {CoA),
fenilhidrazina, D,L-1socitrato, malato deshidrogenasa {MDH), metasulfato de fenacina
{PMS), nicotinamida adenina dinucledtida {NAD™), nicotinamida adenina dinucleatido
fosfato  (NADP"), pirofosfato de tiamina (TPP), hidroxietilpiperacina-N'-2-
ctanosulfonato potiasico (HEPES), tris-(hidroximetily-aminometano (TRIS) y piruvato

fueron suministrados por Sigma Chem. Co. {St. Louis, EE. UL,

La peptona bacteriologica procedio de la firma Oxoid {Basingstoke, Inglaterra),
y los casaminoacidos de los laboratorios Difco {Detroit, Michigan, E.E.U.U.}. El acido
lactico y el Triton X-100 fueron suministrados por Merck {Darmstadt, Alemania).
Fumarato disodico anhidro y  L{-)-malato sodico fueron suministrados por Fluka
Chemie AG (Buchs, Switzeland). El ferricianuro soédico fue de Probus. La L[N-merif
"C]carnitina fue de Amersham Pharmacia Biotech (Sverige, Suecia). El bis-(acido 1,3-
dibutilbarbiturico) trimetin oxonol {BOX) fue un producto de Molecular Probes
{Eugene, Oregon, E.E.U.U)}. El resto de sales y reactivos empleados fueron de grado
analitico. El agua utilizada fue bidestilada y filtrada a través de un equipo Milli Q de
Millipore. Todas las soluciones fueron previamente esterilizadas a su usp, por medio de

una filtracion a traves de un filiro Millipore de 0,22 pm.
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7.2, Microorganismos empleados,

Se han utilizado dos cepas de Fscherichia coli amablemente cedidas por el
profesor Kleber de la Universidad de Leipzig, Alemania, la £ coli 044 K74 y la £. coli
K38 pT7-5 KE32, que fue construida por la profesora M. A. Mandrand-Berthelot {INS A,
Lyon, Francia}.

La cepa . coli K38 pT7-5KE32 contiene el operdn completo cat y el plasmido
pGP1-2, Kanr que lleva el gen que codifica la enzimma T7 ARN polimerasa bajo el
control de un promotor inducible por calor Apl. Este promotor es inhibido por un
represor sensible a la temperatura {cI857) (Chang y Cohen, 1978). La cepa también
contiene el plasmido pT7-5KE32, un derivado de pBR322, AMPr, que contiene inserto
los genes cail), caiE y caiF, del operon cai de £. coli clonados aguas abajo del promotor
de la ARN polimerasa T7. Los genes cai D y cai £ incluidos en pT7-5 KE32 estan bajo
el control del promotor del bacteriofago T7, mientras que el gen cai F se encuentra bajo
el control de su propia region promotora {Eichler ef al., 1996). Asi, la cepa transformada
contieche un promotor de la enzima ARN polimerasa T7, termoinducible y con
resistencia a ampicilina y kanamicina.

Las cepas se almacenaron como cultivos liquidos en fase exponencial en glicerol

al 20 % (viv) ya -20°C.

7.3. Cultivo de los microorganismos.

El preinoculo de £ coli 044 K74 se crecid en el medio minimo descrito por
Spencer y Guest (1973), cuya composicion fue la siguiente en g 17: glicerol, 12,60,
KH;PO4, 544; K;HPO4, 10,49, (NH4):804, 2,0; casaminoacidos, 0,50, MgS04.7H,0,
0,05; Mn 504. 4H;0, 0,05; Fe 504. 7H;0, 0,00013. El pH del medio se ajustd a 7,5 con
KOH 0,1 M antes de su esterilizacion en autoclave. El cultivo se realizo en matraz
erlenmeyer de 250 ml con 100 ml de medio, bajo condiciones aerobicas, en agitador
orbital a 150 rpm, a 30 °C. El cultivo se inoculd con una concentracion del 5 % {(v/iv) del
cultivo liquido almacenado y se mantuvo en agitacion durante 6 a 8 horas.

El crecimiento de las células y la induccion de las enzimas implicadas en el
metaboliso de la camitina se realizaron en un medio complejo compuesto en gl por:
peptona pancreatica, 20,0; NaCl, 5,0; fumarato, 2,0; glicerol, 12,6 y crotonobetaina, 5,0

6 L{-)-camitina, 3,0. La crotonobetaina y la L{-}-carnitina se utilizaron como inductores.
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El pH del medio se ajustd a 7,5 con KOH 0,1 M, antes de su esterilizacion en autoclave.
El cultive se inoculd con un 5 % {w/v) del preindculo en fase exponencial de
crecimiento obtemido en las condiciones anteriormente descritas, y se incubd bajo
condiciones anacrobias {en botella de 1.000 ml con mismo volumen de medio de cultivo
sin agitacion), o en condiciones aerobias {en matraz erlenmeyer de 1.000 ml con 250
ml de medio, a 150 rpm} a 37 °C, durante 8-24 horas.

El inoculo de £. cofi K38 pT7-5 KE32 se cultivo bajo las mismas condiciones
que en el caso de la cepa silvestre, con la excepeion de que los medios estaban siempre
suplementados con los antibioticos kanamicina {25 pg/ml) y ampicilina (50 ug/ml),
aniadidos justo antes de la inoculacion del medio, previamente esterilizados por

filtracion a traves de un filtro Millipore estéril de 0,22 pm,

7.4. Obtencion y biotransformacion con células en estado durmiente.

La obtencion de células en estado durmiente se realizo por cultivo de las células
en un medic complejo, bajo distintas condiciones de crecimiento e induccion
enzimatica, segun ¢l ensayo. Al final de la fase exponencial de crecimiento, las células
se recogieron por centrifugacion a 16.000 x g durante 10 min a 4 °C. Una vez eliminado
el sobrenadante, las células se lavaron dos veces con tampon fosfato 30 mM, de pH 7.5,
y s¢ resuspendicron en tampon fosfato potasico 67 mM, de pH 7,5. La concentracion de
biomasa se ajusto con el medio de biotransformacion segin ensayo.

Los experimentos de biotransformacion se realizaron en matraces erlenmeyer de
50 ml con un volumen de reaccion de 20 ml. Se realizaron ensayos bajo condiciones
acrobias y anaerobias. La ausencia de oxigeno en los matraces se consiguld por un
burbujeo continuo de nitrogeno, a la vez que se mantenia el sistema en agitacion a 150
rpm. Las condiciones aerobias se alcanzaron exclusivamente con la agitacion orbital a
150 rpm. Todos los ensayos se llevaron a cabo en condiciones estériles y se realizaron al
menos por duplicado v los resultados obtenidos corresponden al valor medio de los

ensayos realizados.

7.5. Ensayos de transporte con L[N-metil “C]carnitina .

El transporte de camitina en £ coli 044 K74 y £ ecoli K38 pT7-5 KE32 se

estudio mediante el uso de L[N-meril ""Clcamitina {56 mCi/mmol) como sustrato. Las
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celulas se crecieron hasta mitad de la fase exponencial en los medios complejo ¥
minimeo descritos anteriormente, en presencia y ausencia de crotonobetaina como
inductora del metabolismo de los compuestos de trimetilamonio y en presencia o
ausencia de NaCl 0,5 M, dependiendo del experimento.

Posteriormente, las células se recogieron mediante centrifugacion a 10.000 x g,
10 min y 4°C, se lavaron dos veces con tampon fosfato 67 mM, pH 7,5. A continuacion,
las células se resuspendieron en el mismo tampon hasta conseguir una Agpg,,, de
aproximadamente 0,5, y conteniendo 10-20 pM de L[N-merii “Clcamitina (5.6
mCi/mmol) en un volumen de reaccion de 3 ml. Las muestras de 0,3 ml se extrajeron
cada 30 s y se filtraron a través de un filtro con un tamafio de poro de 0,45 pm y 25 mm
de diametro. Posteriormente, los filtros se lavaron con 20 ml de medio isotonico, y la
radiactividad retenida en los filtros se determing en 2,5 ml de liquido de centelleo con
un contador de liquido de centelleo Wallak 1409 (USA). Puesto que, las incubaciones
de celulas con {energizadas) y sin {no energizadas) glicerol 0,1 M y fumarato 16 mM no
causaron diferencias significativas en la medida del transporte de L{-)-camitina, se
utilizaron las células no energizadas en todos los ensayos de transporte. Ademas, la
concentracion de L|N-metil "C |camitina adherida a la bacteria o al filtro o a ambas, se
corriglo usando células inactivadas por calor.

Los ensayos cinéticos s¢ realizaron a una concentracion de L{-)-camitina
comprendida entre 1 y 40 pM (5,6 mCi/mmol). Los citados ensayos, ya sean con células
estresadas osmoticamente, o bien tratadas con reactivos modificadores de grupos
sulfidrilo {Cu {II}, Pb {II} y Hg {II}) o analogos del anion fosfato (arsenato y vanadato)
o permeabilizadas con PEI, se realizaron con L-[N-metil 'C]-camitina a una
concentracion final de 10-20 pmol/l (5,6 mCi/mmol), por incubacion durante 15-20
min, a 37 °C y agitacion {150 tpm) en un agitador orbital. En los experimentos con
vanadato y arseniato, el tampon fosfato fue reemplazado por tampén HEPES 50 mM a
pH 7.5 En los ensayos de transporte con células permeabilizadas, éstas fueron
centrifugadas a 10.000 x g durante 10 min a 4 °C y lavadas dos veces con tampon
fosfato 67 mM, pH 7,5, posteriormente al tratamiento con el agente permeabilizante. La
velocidad de incorporacién de L{-)-camitina marcada se cuantifico en la unidades de

nanomoles de camitina incorporada por minuto y por miligramo  de proteina celular.
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7.6, Ensayos de permeabilizacion.

Las celulas recogidas mediante centrifugacion, tal y como se ha descrito en el
apartado anterior, se permeabilizaron por resuspension de las mismas en EDTA o acido
lactico, a distintas concentraciones, en tampon fosfato 67 mM de pH 7,5. Las células se
utilizaron directamente en el proceso de biotransformacion. Las células tambiense
permeabilizaron mediante tratamientos con diferentes disolventes organicos {etanol,
acetona, alcohol isopropilico y tolueno), detergentes {Tween 20 y Triton X-100) y PEI
a diferentes concentraciones en tampon fosfato 67 mM, pH 7.5, y se incubaron a
diferentes temperaturas y tiempos, mediante agitacion y parada de 30 s y 1 min,
respectivarnente. Las células se centrifugaron a 10.000 x g durante 5 min, se lavaron dos
veces en el tampon anterior y se utilizaron inmediatamente en la biotransformacion. Al
medio extracelular se le determino la concentracion de proteina por el método de Lowry

modificado por Hartree {1972}, usando albimina de suero bovino como estandar.

7.7. Medida de los cambios en la permeabilidad de la membrana y pared celular

basados en la incorporacion de 1-N-fenilnaptilamino (NPN).

Las celulas procedentes de la mitad de la fase exponencial de crecimiento celular
se resuspendieron en tampon fosfato 67 mM de pH 7.5 con una densidad celular
correspondiente a una A gy de 2,00 £ 0,01, La suspension celular se permeabilizo segin
el caso {Apartado 7.6) y se ceninifugo a 10.000 x g durante 5 min. Posteriormente, las
celulas se lavaron y se resuspendicron en el mismo tampon para ¢l ensayo de la
incorporacion de NPN segin  Helander y Matila-Sandholm, (2000). A 1 ml de a
suspension celular se le afiadic NPN {1 mM en acetona) a una concentracion final de 10
1. La fluorescencia generada por la incorporacion de NPN se midio despues de 30 s
en un espectrofluorimetro Hitacht F-45000 (K yoto, Japon)}, a una longitud de onda de
excitacion de 315 nm y de emision de 420 nm respectivamente, y con una rendija de 5
nm. Los resultados se representaron como porcentaje de la fluorescencia obtenida

respecto al control consistente en células intactas tratadas con NPN.
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7.8. Microscopia electronica de transmision (TEM).

Las células de £. coli 044 K74 se fijaron con glutaraldehido al 3%, durante dos
h a temperatura ambiente. Una vez fijadas se lavaron varias veces con tampon fosfato y
se deshidrataron progresivamente por InThersion en una serie de mezclas etanol-agua de
concentraciones crecientes de alcohol {10-90% a 90-10%). La tincion se realizo con
acetato de uranilo seguida de una tincidn con citrato. Las preparaciones se realizaron en
un microtomo Reichert-Young y se examinaron en un microscopio electronico Carl

Zeiss EM 10 C.

1.9, Determinacion citométrica de la viabilidad celular.

Para la determinacion citomnetrica de la viabilidad celular se utilizo un citdmetro
Beckton Dickinson, modelo FASort {San Jose, California, E.E.U.U.}, equipado con un
rayo laser de argon, de una longitud de onda de excitacion de 488 nm, y con tres filtros
de fluorescencia: FL1, FL2 y FL3. El fileo FL1 es de 530 nm, adecuado para la
deteccion del FITC y del BOX, mientras que el FL2 detectaba a 585 nm el IP y el BE, ¥
el FL3 es de 650 nm. El sistema poseia tres velocidades de toma de muestra, una
velocidad baja de 12 plimin, otra velocidad media de 35 plimin, y una velocidad alta de
60 Ll/min.

Las muestras tefiidas, a una concentracion celular de 10° células/ml, se diluyeron
diez veces en tampon PBS de pH 7.2, una composicion en g-l'1 de: NaCl, 8,00; KCl,
0,20; NagHPO,4, 0,91; KHzPO4, 0,12, Las muestras asi diluidas se introdujeron en el
citometro a velocidad baja, hasta la adguisicion de un nimero fijo de células o eventos
de 10.000.

Para el recuento celular se utilizd el metodo descrito por Nebe-Von Caron y
Badley {1995), ¥ se emplearon muestras celulares de absorbancia conocida {Agp),
previamente lavadas dos veces en tampon Tris/HC1 de pH 7.4, en NaCl 0,1 M. Estas
muestras se diluyeron 100 veces con tampon PBS y se midio la absorbancia a 600 nm
en ¢l citdometro a un tiempo de adquisicion de 1 min. Se obtuvo una relacion lineal entre
la absorbancia y el nimero de particulas contadas por el citdometro (Figura 7.1).

La discriminacion de detritos celulares se realizd con la dispersion FSC, ya que

dieron resultados muy similares a los obtenidos mediante al fluorescencia de BE.
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Figura 7.1. Relacion lineal entre la absorbancia medida a 600 nm y el namero de
células o eventos que registro el citdmetro, en las condiciones expuestas en el apartado
7.9. La ecuacion de la recta ajustada por minimos cuadrados fue de y=0,166x+1,999,
con un coeficiente de correlacion de r2=0,8?94.

Para la tincion con BE y FITC se emplearon células fijadas con glutaraldehido. La
fijacion se realizo durante 30 min, a 4°C. El volumen de muestra fue de 1 ml para las
muestras procedentes de un medio con celulas en crecimiento y de 100 pl para las de un
medio con células durmientes. Las muestras se centrifugaron en una centrifuga Mikro
22 {Hettich, Alemania) a 10.800 x g durante 2 min, y el precipitado obtemido se
resuspendio en 200 ul de glutaraldehido al 3%. Una vez finalizada la fijacion, las
celulas se lavaron tres veces con 1 ml de tampon Tris/HCl 0,1M de pH 7,4, en NaCl 0,1
M v finalmente se resuspendieron en este mismo tarnpon.

La tincion con FITC se realizd a una concentracion de 30 pg/ml en tampon
TrisfHC1 0,1 M de pH 74, en NaCl 0,1 M con EDTA 1 mM, en un volumen de reaccion
de 1 ml a temperatura ambiente y con una concentracion celular de 10° células/ml. Al
cabo de 6 h las células se centrifugaron a 10.800 x g y se desechd el sobrenadante.

Posteriormente, el precipitado se resuspendio dos veces durante 15 min en tampon
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Tris/HC1 0,1 M de pH 7.4, en NaCl 0,1 M, con ¢l fin de eliminar el colorante no fijado.
Finalmente, la muestra se volvid a resuspender en el tampon Tris/HC! citado. Las
muestras conservaron practicamente la mmisma lectura de fluorescencia almacenadas
durante 1 mes, a 4°C y en oscuridad.

La tincion con BE se realizo a una concentracion de colorante de 100 pg/ml,
preparado a partir de BE de | mg/ml en agua. El tampon utilizado para la tincion fue el
mismo que para la tincion con FITC, pero sin EDTA. La tincion se llevd a cabo en un
volumen de reaccion de 1 ml a temperatura ambiente, con una concentracion celular de
107 célulasiml. Al cabo de 15 min se retird el colorante por centrifugacion de la muestra
a 10.800 « g y se desecho el sobrenadante. Luego se realizd un lavado de 15 min en el
mismo tampon empleado para la tincion, con el fin de eliminar el colorante sobrante.
Finalmente, las células se resuspendieron en el tampon de tincion. Las muestras
conservaron practicamente la misma lectura de fluorescencia almacenadas durante 1
mes, a4°C y en oscuridad.

Para determinar la wviabilidad, las células se tifieron conjuntamente con los
colorantes IP y BOX. El IP se empled a una concentracion de 5 ug/ml (preparada a
partir de una solucion de IP de 1 mg/ml en agua) y el BOX a una concentracion de 10
Lg/ml {preparada a partir de una solucién de BOX de 2 mg/ml en DMSO) (Hewitt ef o,
1998, 1999 a y b, 2000). El tampon utilizado fue Tris/HCl 0,1 M de pH 7.4, en NaCl
0,1M con EDTA 4 mM. El volumen de reaccion fue de 0,5 ml. La tincion se realizo a
temperatura ambiente durante 10 min. Las células empleadas no se lavaron ni se fijaron,
y se tifieron practicamente en el momento de su recoleccion.

Para compensar la fluorescencia de los colorantes BOX y IP se realizaron los
correspondientes blancos con células de £ ol 044 K74 tratadas previamente a 60°C
durante 5 min y tefiidas con BOX y IP, respectivamente {Hewitt er of., 1998, 189S ay b,
2000).

7.10. Determinaciones fluorimétricas de proteina, ARN y ADN.,
Para la determinacion de los contenidos de proteina, ARN y ADN de las células,
se empled un fluorimetroc modelo FLUOSTAR de la firna BGM {Offenburg,

Alemama), y se realizaron en una placa costar de 96 pocillos {Costar, New York,

E.E.U.U.}. En cada pocillo se deposito un volumen de muestra de 100 1l con agitacion
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orbital de 3 mm antes de cada medida, con una duracion de 3 s, y se recogieron datos en
tres ciclos de 20 s cada uno. Las medidas se realizaron a temperatura ambiente. De las
tres medidas realizadas en cada ciclo se calculo la media aritmética.

Para detectar la fluorescencia del BE se excitd con una luz de 485 nm, y se
registro la intensidad de fluorescencia a 590 nm, mientras que para detectar la
fluorescencia del FITC se excito a 485 nm, y se registro la intensidad de luz ermitida a
520-35nm.

Para realizar el calibrado del fluorimetro se midio la fluorescencia de muestras
patron de proteina, ARN y ADN, respectivamente. En el caso de la medida de proteina,
se prepard una solucion patron de 2 ml de BSA, a la concentracion de 1 g/l, y se incubd
con FITC, a una concentracion de 0,1 g/l, durante 20 min. La solucion de BSA con
FITC se prepard en tampon TrisfHCLl 0,1 M, de pH 7.4, en NaCl 0,1 M. Tras la
incubacion, el colorante en exceso se eliming mediante la elucion de la solucion a traves
de una columna de 8§ * 1 cm, con una fase estacionaria de Sephadex G50, y una fase
movil de TrisfHC1 0,1 M, de pH 74, en NaCl 0,1 M. El FITC no unido a la proteina
utilizada se retuvo en la columna, y el volumen eluido en el volumen muerto de la
colummna correspondid a la proteina unida al FITC. En base a que ¢l cluido de la
columna, de un volumen de 2 ml, tenia una concentracion de proteina tefiida con FITC
de 1 g/l, se realizaron diluciones en el mismo tampon TrisfHCl, para tener unas
concentraciones de proteina tefitda con FITC en un rango desde 0,02 a 0,2 mg/ml. Estas
diluciones se analizaron por fluorimetria en las condiciones ya descritas.
Posteriormente, la solucion de BSA tefitda con FITC procedente de la columna se
realizo por el método de Lowry modificado por Hartree {1972), usando BSA como
estandar.

Para realizar la recta de calibrado que relaciona la sefial producida por el
fluorimetro con la concentracion de ARN, se prepararon diluciones de concentracion
conocida de ARN en un rango desde 0,02 a 0,2 mg/ml, a partir de una solucion de 2
mg/ml, en tampon Tris/HCL 0,1 M, de pH 7.4, en NaCl 0,1 M. Estas soluciones se
incubaron con BE 20 pg/ml durante 15 min. Transcurrido este tiempo, se midio la
fluorescencia generada en las condiciones ya descritas. En este caso, el BE que no se
une al ARN no es eliminado, por lo que fue necesario usar un blanco para medir en el

fluorimetro. Este blanco consistio en una disolucion de BE 20 pg/ml en tampodn

TrisfHCl1 0,1 M, de pH 7,4, en NaCl 0,1 M. Se utilizo BE 20 ug/ml en lugar de 100

137



Capitulo 7

Lg/ml {tal y como se emplea para tefiiv acidos nucleicos en células enteras) ya que se
obtiene la misma fluorescencia al existir saturacion.

Finalmente, para realizar la recta de calibrado para ¢l ADN, se prepararon
diluciones de concentracion conocida, en el mismo rango de concentraciones que para
¢l ARN, a partir de una solucidn de concentracion de 1 mg/ml en ADN, en tampon
Tris/HC1 0,1 M, de pH 7.4, en NaCl 0,1 M. Estas soluciones se tificron y se analizaron

de la misma forma que las muestras de ARN.

7.11. Tratamiento de las células con RNasa o DNasa.

Para los ensayos se emplearon 250 ul de células previamente tefiidas con BE. Este
volumen se centrifugd a 10.800 x g durante 2 min. Se retird el sobrenadante, y se
resuspendieron las células en 45 pl del tampon correspondiente para el tratamiento
enzimatico. En el caso de la RNasa el tampén consistio en Tris/HC1 50 mM, depH 74 ,
con MgCl; 5 mM, previamente filrado por 0,22 pm, mientras que para el tratamiento
con DNasa el tampon fue Tris/HCl 0,1 M, de pH 7.4, en NaCl 0,1 M, con MgCl;10
mM, también filtrado por 0,22 um. A la suspension celular se le afadieron 5 pl de la
solucion enzimatica de RNasa o DNasa de 10 mg/ml, por lo que la concentracion de
enzima en el medio de reaccion fue de 1 mg/ml. Cada solucion enzimdtica se preparo en
el tampon de reaccion correspondiente. Una vez afiadida la enzima, se dejo transcurrir la

reaccion en un bafio tetmostatizado a 37°C durante una hora.

7.12. Histogramas y graficas de puntos.

Los resultados que se obtuvieron en un citometro de flujo se representaron en
forma de histogramas o graficas de puntos. En un histograma se representa la
distribucion de células respecto a un parametro, como puede ser el tamafio de la

particula { FSC), la fluorescencia {FL1, FL2 o FL3), etc.
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Figura 7.2, Representacion del n® de eventos frente a la fluorescencia verde.
Tincion con FITC de una muestra de células de £ coli 044 K74, procedente de un
medio complejo anacrobio de 25 h.

A partir del histograma se puede obtener:
¢ El coeficiente de variacion de la muestra para el parametro representado.

# La fluorescencia media de la muestra {como canal medio de fluorescencia, media
lineal o media geométrica).

s El porcentaje de la poblacién de células de una region concreta que tiene un valor
determinado de uno de los parametros representados.

En la Figura 7.2 se representa un histograma del nimero de células (eventos)
frente a la fluorescencia verde (FL1) para células tefiidas con FITC. Este tipo de
representacion se emnpled tanto para las células tefiidas con FICT como para las tefiidas
con BE, por lo que se representd el namero de células frente a la fluorescencia verde
{FL1} y frente a laroja {FL2), respectivamente. De estas representaciones se obtuvo el
canal medio de fluorescencia de la muestra, con una resolucion de 1024 canales.

En cambio, en una grafica de puntos se representa la distribucion de células

respecto a dos parametros medibles. Estas graficas se usan para:
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» Versubpoblaciones de eventos.

s Crear regiones de células.
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Figura 7.3. Representacion de la fluorescencia roja frente a la fluorescencia verde.
Células de £ coli 044 K74 tratadas con calor a 60°C durante 5 min, y tefildas con BOX
y IP.

No obstante, también se pueden obtener los valores del coeficiente de variacion de
la uestra para cada uno de los parametros representados, asi como el valor medio de
estos parametros, y el porcentaje de una poblacion que posee un parametro determinado.

En la Figura 7.3 sc representa la fluorescencia roja {(FL2) frente a la verde {FL1},
de células de £ colfi 044 K74 que se tifieron con [P y BOX. El FL1 corresponde a
fluorescencia de células que se tifieron con BOX, y el FL2 la de células que fijaron IP.
Asi, en el cuadrante inferior 1zquierdo se muestran las células no tefiidas, en el inferior
derecho las células tefiidas con BOX, y en el superior derecho las células tefiidas con [P
y BOX. Las graficas de puntos se han representando en escala logaritmica, sin embargo
los datos se recogen como canal medio de fluorescencia, con una resolucion de 1024

canales.

7.13. Determinacion de biomasa.

La determinacion de biomasa se realizo espectrofotométricamente a 600 nm en
un espectrofotometro Novaspec Il (Pharmacia-LKB, Uppsala, Suecia). Las muestras se

lavaron dos veces con tampon fosfato potisico 30 mM de pH 7,5 y se diluyeron en el
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mismo tarnpon hasta que las absorbancias medidas fueron menores de 0,4. Los valores
de absorbancia a 600 nm se relacionaron con los correspondientes de biomasa expresada
en peso seco. El peso seco se determind mediante calentamiento en estufa a 105 °C
hasta peso constante de las distintas diluciones de la suspension celular en tampon
fosfato potasico 3 mM de pH 7,5. La ecuacion de la recta obtenida que relaciona la

absorbancia a 600 nm y el peso seco en g/l fue la siguiente:

Y(Aspp)=2,89 x (g 1"y + 0,0065, r*=0,9991.

7.14. Determinacion de las actividades enzimaticas.

La optimizacion de las condiciones de ensayo de los métodos utilizados para
determinar las actividades de las enzimas ensayadas en el presente trabajo, excepto los
de carmitina deshidratasa y crotonobetaina reductasa, se realizo por variacion de las
concentraciones de cada uno de los reactivos implicados en los ensayos de actividad, el
pH v la temperatura. Las citadas optimizaciones dieron como resultado la utilizacion de
Tenores concentraciones en algunos reactivos, sin que disminuyera la sensibilidad de
los protocolos propuestos en la bibliografia.

Para la preparacion de los extractos enzimaticos se tomaron rmuestras de los
reactores y se centrifugaron durante 8 min a 16,000 x g y 4 °C. Una vez retirado el
sobrenadante, las células se resuspendieron en el correspondiente tampon de extraccion,
segun la enzima a ensayar. Posteriormente, se rompicron las células por sonicacion con
6 ciclos de 10 s cada uno a una amplitud de 10 pm, y con una sonda de 1 cm de
diametro, controlando que la temperatura de la suspension no superara los 20 °C. El
extracto fue centrifugado durante 15 min a 16.000 x g y 4 °C, para retirar los restos
celulares. El sobrenadante se utilizd como extracto enzimatico para ¢l ensayo de
actividad.

La determinacion de la cantidad de proteina en cada extracto, se realizo por el
metodo de Lowry modificado por Hartree (1972), usando BSA como estandar. La
actividad especifica se definio como las unidades de actividad enzimatica por miligramo

de proteina.
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7.14.1. Isocitrato deshidrogenasa.

El método que se utilizo para la medida de la actividad de isocitrato
deshidrogenasa fue el descrito por Bennett ¥y Holms {1975}, Para la extraccion de la
enzima, se utilizé un tampon fosfato potasico 64,5 mM de pH 7,5, con MgCl; 6,45 mM.
La actividad de la enzima 1socitrato deshidrogenasa fue medida siguiendo el incremento
de absorbancia del NADPH a 340 nm {(syapr= 6.220 M'1cm'1), EN  un
cspectrofotametro con célula termostatizada a 37 °C (GBC 918 U/V, Australia). La
mezcla de reaccion contenia D,L-isocitrato 5 mM, MgCl; 5 mM vy NADP' 0,2 mM, en
tampon fosfato potasico 64,5 mM de pH 7,5. La reaccion se inicio con 50 pl de extracto
enzimatico.

La unidad de actividad enzimdtica fue definida como la cantidad de enzima

necesaria para formar 1 pmol de NADPH por minuto bajo las condiciones de ensayo.
7.14.2. Isocitrato fiasa.

El ensayo enzimatico utilizado fue desarrollado por Dixon y Konberg {1958). La
extraccion de la enzima se realizo utilizando tampon fosfato potasico 64,5 mM de pH
7,5, con MgCl, 645 mM. La actividad de la enzima isocitrato liasa fue medida
siguiendo el incremento de absorbancia del complejo originado por el glioxilato
formado y la fenilhidrazina adicionada a 324 nm {£mpee 17.000 Mem™), en un
espectrofotometro con célula termostatizada a 37 °C {GBC 918 U/V, Australia). La
mezcla de reaccion contenia D,L-isocitrato 5 mM, MgCl; 5 mM y fenilhidracina 20
mM, en tampon fosfato potasico 64,5 mM de pH 7,5. La reaccion se inicid afiadiendo
50 1l de extracto enzimatico.

La unidad de actividad enzimitica se definid como la cantidad de enzima
necesaria para formar 1 pmol del complejo glioxilato-fenilhidrazina por minuto en las

condiciones de ensayo.
7.14.3. Acetil-CoAd sinfetasa,

El método utilizado fue el establecido por Brown ef af., {1977). Para la

extraccion de la enzimna se utilizo tampon fosfato potasico 64,5 mM, de pH 7.5, con -
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mercaptoetanol 1 mM. La actividad de la enzima acetil-CoA sintetasa fue ensayada
siguiendo el incremento de absorbancia de NADH a 340 nm (snapu=6.220 M cm™), en
un espectrofotdmetro con célula termostatizada a 45 °C {(GBC 918 U/V, Australia). La
mezcla de reaccion contenia D,L-malato 5 mM, ATP 4 mM, HS-CoA 0,1 mM, NAD" 1
mM, MgCl; 2,5 mM, malato deshidrogenasa (MDH) 2,5 U, citrato sintetasa {CS) 0,4 U
y 50 pl de extracto enzimatico, en tampon Tris-HC1 100 mM de pH 7.8. La reaccion se

inicio con acetato sodico 100 mM como sustrato de la reaccion tal como se presenta en

el siguiente esquema:

HE-Coa ATFP

dMedidoa ACETIL-CoA 4 l l ACETATO
340 nm
* LACS?
NAD NADH
MALATOD OXALACETATO p» CITRATO
MDH C5

La unidad de actividad enzimatica fue definida como la cantidad de enzima

necesaria para formar 1 pmol de NADH por minuto en las condiciones de ensayo.

7.14.4. Fosfotransacetilasa.

El ensayo enzimatico utilizado fue el descrito por Lundie y Ferry {1989). Para la
extraccion de la enzima se utilizo tampon HEPES 50 mM de pH 7.2 con J3-
mercaptoetanol 1 mM. La actividad de la fosfotransacetilasa fue medida siguiendo el
incremente de absorbancia de NADH a 340 nm (enami= 6.220 Mem™), en un
espectrofotometro con célula termostatizada a 37 °C {GBC 918 U/V, Australia). La
mezcla de reaccion contenia D,L-malato 10 mM, HS-CoA 0,1 mM, NAD' 1 mM,
MgCl; 1 mM, malato deshidrogenasa {(MDH} 2,5 U, citrato sintetasa {CS) 0,4 U y 100
1l de extracto enzimatico, en tampon Tris-HCl 250 mM pH 7,8. La reaccion se inicio
con acetil fosfato 5 mM como sustrato de la reaccion catalizada por la enzima, tal y

como se presenta en el siguiente esquema:
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HS-Cod
Medido a ACETIL-CoA 4 l ACETIL-P
340 nm
) JPTA?
NAD NADH
MALATO OXALACETATO p CITRATO
MDH Cs

La unidad de actividad enzimatica se definio como la cantidad de enzima

necesaria para formar 1 pmol de NADH por minuto en las condiciones de ensayo.

7.14.5. Complejo piruvato deshidrogenase.

El método de medida utilizado fue el de De Graef ef af., (1999). Para la
extraccion de la enzima se utilizd tampon fosfato potasico 50 mM de pH 7.0, con EDTA
0,1 mM, [i-mercaptoetanol 5 mM y MgCl; 3 mM. La actividad del complejo piruvato
deshidrogenasa fue ensayada midiendo la disminucion de la absorbancia del ferricianuro
potasico a 430 nm (£ icianee= 1-030 M"'cm"') por su reduccion a ferrocianuro, en un
espectrofotometro con célula termostatizada a 37 °C {GBC 918 U/V, Australia). La
mezcla de reaccion contenia HS-CoA 0,1 mM, NAD® 1 mM, MgCly 1 mM, pirofosfato
de tiamina {TPP) 0,045 mM, ferricianuro potisico 10 mM y 100 pl de extracto
enzimatico, en el mismo tampon que para la extraccion. La reaccion se inicio con la
adicion de piruvato 5 mM como sustrato del complejo.

La unidad de actividad enzimatica se definid como la cantidad de enzima
necesaria para formar 1 pmoles de ferrocianuro por minuto en las condiciones de

Ensayo.

144



Materiofes y métodos

7.14.6. L{-)-Carniting deshidratasa.

El método de medida utilizado fue el de Jung et «f., {1989). La determinacion de
la actividad enzimdtica se realizo a partir de la medida de la camitina formada a partir
de crotonobetaina, por medio del método de Wieland er «f., {1985). La extraccion de la
enzima se realizo en tampon fosfato potasico 50 mM de pH 7,5. La medida de actividad
enzimaitica se ensayd con crotonobetaina 0,1 M, en tampon fosfato potasico 50 mM de
pH 7.5 y una cantidad apropiada de enzima. La enzima se incubo durante 3 min, a 37
°C, ¥ se inicid la reaccion con la adicion de crotonobetaina. La reaccion se detuvo con
40 pl de tricloroaceético al 15 % {p/v) a los 30, 60, 90, 120 y 180 s, respectivamente de
reaccion. La mezcla de reaccion se centrifugd a 11.800 x g y el sobrenadante se
neutralizd con 19 ul de KOH 2 N. A continuacidn se determind la concentracion de L{-
J-carnitina formada por el método de la camitina acetil transferasa (CAT), basado en la
reaccion colorimétrica del acido 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzoico {DTNB) con el coenzima

A, tal y como se representa en el siguiente esquema:

L{-)-carnitina deshidratasa

Crotonobetaina -+ g L(-}-carnitina + H,O
CAT
Acetil-CoA  + L{-}-camitina ﬁ\ Acetil-cammitina + CpoA-SH
COs
CoA-SH+ S NO., S-Co COs
‘ + 8- NO, + H'
S 0, s
NO-
) AMARILLD
COx
COs
DTNE

La mezcla de reaccion contenia DTNB 0,3 mM, acetil-CoA 0,06 mM, EDTA

disodico 2,5 mM, 50 pl de muestra y carnitina acetil transferasa 8,33 pgrml™, en tampén
fosfato potasico 50 mM, hasta un volumen final de 0,5 ml. La mezcla se incubd durante

30 min a 30 °C y la absorbancia se midio a 412 nm frente a un blanco que se sometio al
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mismo protocolo, pero con tampon en vez de muestra. Previamente se realizo una recta
de calibrado con soluciones de L{-)-carnitina de concentracion conocida.

La unidad de actividad enzimatica para carnitina deshidratasa se definio como la
cantidad de enzima necesaria para formar 1 pmol de camitina por minuto en las

condiciones de ensayo.
7.14.7. Crotonchetaina reduciasa.

El método de medida utilizado fue el de Preusser er «f., {1999). Para la
extraccion de la enzima se utilizd tampon fosfato potasico 50 mM de pH 7.5, La
actividad crotonobetaina reductasa se determing mediante la disminucion  de
absorbancia al oxidarse el bencilviologeno a 600 N (Eendinvislogens™ 7-800 M'qcm'qj, En
un espectrofotometro (GBC 918 U/V, Australia). La reaccion se realizo en condiciones
anaercbias, en una cubeta cemrada de 1,5 ml. La mezcla de reaccion contenia
bencilviologeno 0,75 mM, ditionito sodico 2 mM, enzima en un volumen adecuado de
cnsayo (50-100 ply y tampon fosfato potasico 67 mM de pH 7,5, burbujeado
previamente con N para desplazar el oxigeno del tampon. La reaccidn se inicid con
crotonobetaina 30 mM como sustrato de la reaccion.

La unidad de actividad enzimatica crotonobetaina reductasa se definio como la
cantidad de enzima necesaria para oxidar 1 pmol de bencilviologeno por minuto en las

condiciones de ensayo.

715, Determinacion de la concentracion de metabolitos relacionados con el

metabolismo de F. coli.

Con objeto de observar la evolucion del metabolismo de £. cofi durante el
crecimiento y la biotransformacion se determinaron las concentraciones de ATP, la
relaccion de NADH/NAD®, Acetil-CoA, Coenzima A, acetato, fumarato, lactato,

formiato, piruvato, camitina y crotonobetaina a diferentes tiempos.
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7151 ATP.

Para la medida de la concentracion celular de ATP se utilizd un ensayo de
bioluminiscencia, basado en la emision de luz dependiente de ATP producida por la
enzima luciferasa, en la oxidacion del sustrato luciferina. La intensidad de luz emitida
se midio a 562 nm en un fluornmetro FluoStar {BGP, Alemania).

El kit utilizado fue el Bioluminiscence Assay Kit HS II, de Boehringer
Mannheim, Alemania, compuesto por la enzima luciferasa, ATP estindar para el
calibrado, un tampon de dilucion  y un tampon de lisis. Los dos tampones fueron
sustituidos por tampon Tris-HC1 100 mM de pH 7,75 y por un método de lisis
consistente en utilizar primeramente el dimetilsulfoxido {DMSO) para la rotura celular
y seguido de la adicion de tampon Tris-HCl 100 mM de pH 7,75.

Las muestras de cultivo a analizar se centrifugaron previamente a 16.000 x g
durante 8 min a 4 °C. El precipitado, se resuspendio en tampon Tris-HC1 hasta obtener
una Aggy comprendida entre 4 y 6 unidades. Se tomaron 100 pl de la suspension celular
y se le adicionaron 100 ul de tampon de lisis celular, A continuacion se incubd la
disolucion resultante durante 5 min a temperatura ambiente, y al téomino del cual se
determning el contenideo en ATP midiendo a la fluorescencia S62nm..

La concentracion de ATP se expresd en wmol/g de peso seco. El peso seco de
células se determing de acuerdo con lo expresado en el apartado 7.13. La concentracion
intracelular se calculd asumiendo un volumen intracelular de 1,63 plomg” (Emmerling

el al., 2000}

7152 NADHNAD®,

El método enzimatico v de extraccion de metabolitos fue descrito por Snoep et
af., {1990). La determinacion del poder reductor celular se realizé mediante la
determinacion de las concentraciones celulares de NADH y NAD®, respectivamente, y
su expresion coma el cociente NADH/NAD®. El método consistio en la reduccion de
NAD" llevada a cabo por la alcohol deshidrogenasa (ADH) y la reduccion de MTT,
utilizando como transportador de electrones ¢l PMS. La reaccion catalizada por la
enzima se midid a 570 nm en un espectrofotometro con célula termostatizada a 35 °C

{GBC 918 U/V, Australia).
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Las extracciones del NADH y del NAD® se realizaron utilizando dos métodos
diferentes, dependiendo si se queria medir la forma reducida {(NADH) o la oxidada
(NAD"). Para el NADH, se realizo una extraccian basica con KOH y una incubacian
durante 10 min a 100 °C, mientras que para el NAD" se utilizd una extraccion acida con
HCl incubando 10 min a 25°C. As{ para 1 ml de muestra se afiadio 1ml de KOH {0,3N)
o HCI {0,3N). Tras la incubacion de las muestras, estas se centrifugaron a 3.000 x g
durante 10 min y se neutralizaron con HC1 (0,3 N} para NADH y con KOH (0,3 N} para
NAD®, hasta obtener un pH de 7,5 para las muestras de NADH y de 6,5 para las de
NAD".

La mezcla de reaccion para la determinacion de NADH y NAD® contenia
tampon fosfato 67 mM de pH 7.5, 50 pl de MTT 8.4 mM, 50 ul de PMS 33,2 mM, 10
Kl de etanol {96%) y el extracto a ensayar 500 pl. La mezcla de reaccion se incubd
durante 3 min a 35 °C, y s¢ inicio la reaccion con 10 pl de alcohol deshidrogenasa

(ADH) (900 U-ml™"). Previamente se realizd una recta de calibrado de la actividad

enzimdtica respecto a la concentracion de NADH o NAD™.

7153, Acetil-Cod y coenzima A.

Las medidas de las concentraciones de acetil-coenzima A ({acetil-CoA) vy
coenzima A (HS-CoA) se realizaron por HPLC mediante una modificacion del método
de De Buysere y Olson {1983). El equipo utilizado fue un cromatografo Shimadzu
SCL-10 A (Shimadzu Co., Kyoto, Japén) equipado con una columna pi-Bondapak ™
C18 Millipore (4,5 mm x 25 cm) protegida con una precolumna (4,5 mm x 4 cm),
empaquetada con una fase Ciz. El efluente de la columna fue monitorizado a 254 nm
por un detector Lamda-Max, mod. 481, {Millipore®, Waters, EE.UU.) v registrado por
un integrador Hewlett-Packard 3392 A {Hewlett-Packard Co., Palo Alto, California,
EE.UU.}. La fase movil estaba compuesta por una fase A (85%), consistente en tampon
fosfato potasico 120 mM de pH 4,0 con [}-mercaptoetanol al 0,05% y una fase B (15%),
constituida de metancl/cloroformo 982 (v:v). La velocidad de elucion fue de 0,8
ml-min”". Los tiempos de retencion fueron 8,8 min para el acetil-CoA y 13,9 min para el
Coencima A. El volumen de inyeccion fue de 20 pl.

Para la extraccion del acetil-CoA y el Coenzima A, se tomo 1 ml de medio de
cultivo y se separaron las células por centrifugacion a 11.800 x g durante 10 mina 4 °C.

El precipitado se resuspendio en 100 pl de acido formico 1N y se agitd durante 15 s,
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cada 5 min durante 30 min. Durante la extraccion las muestras se mantuvicron en hiclo.
Para ¢l andlisis, las muestras se neutralizaron con 100 pl de fosfato potasico dibasico
1M. Finalmente se centrifugaron a 11.800 x g durante 5 min y los sobrenadantes se

utilizaron para analizar los contenidos en acetil-CoA y CoenzimaA.

7.16. Determinacion de los metabolitos procedentes del metabolismo anaerobio de

E. coli

Los metabolitos medidos fueron productos del metabolismo anaerobio de £.cofi,
a saber: acetato, fumarato, lactato, formiato y piruvato. La determinacion de las
concentraciones se realizd mediante HPLC, con el mismo equipo descrito en el apartado
anterior. La columna utilizada fue una Sphernisorb-ammno. La fase movil estaba
compuesta por acetonitrilo/fostorico 65/35 {v:v) de pH 4,7. La velocidad de elucion fue
de 0,5 ml-min”". El efluente se monitorizé a 207 nm. Se prepararon patrones de cada uno
de los compuestos de una concentracion de 0,5 g1, Los tiempos de retencion para
estos patrones fueron de 9,4 min para acetato sodico, 17 min para fumarato sodico, 21
min para lactato sodico, 28 min para ac. formico y 32 min para piruvato sodico. Como

estandar intemo se utilizo el malato sodice.

Las muestras procedentes de los medios de cultivo, se sometieron previamente a
centrifugacion, 11.800 x g durante 10 min a 4 °C, para separar las células. Las muestras
toradas de los medios complejos se diluyeron 1:50, mientras que las procedentes de los

medios mimmos lo fueron 1:25. El volumen de inyeccion fue de 20 ul.

7.17. Determinacion de los metabolitos procedentes del metabolismo de carnitina.

Las concentraciones de camnitina total y de crotonobetaina se determinaron por
cromatografia liquida de alta resolucion. Para ello se utilizo un equipo de HPLC
equipado con dos bombas LC-6A, un detector de fotodiodos SPD-M&A y un sistema de
inyeccion automatico SIL 9A {Shimadzu, Kyoto, Japén), asi como con una columna
Tracer Spherisorb-NH; de 3 um y dimendiones de 25 x 0,46 cm, suministrada por
Teknokroma {Barcelona, Espafia). La fase movil utilizada fue acetonitrilo/HzPOs (50
mM, pH 4,6), 70/30 {v/v} a un flujo isocritico de 1 mlimin. El pH se ajustod con acido

fosforico al 85 % vy la deteccion se realizd a 205 nm.
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Las muestras se diluycron en tampon fosfato potasico hasta que las
concentraciones se cncontraran dentro del rango lineal de medida. El volumen de

inyeccion fue de 20 ul.

La cuantificacion de carnitina total y crotonobetaina se realizo por el método del
cstandar externo. Se obtuvieron las siguientes rectas de calibrado para ambos

compuestos:

La recta de calibrado de crotonobetaina fue:

Area =4604114,0245 [Crotonobetaina fmM)] - 9,0545, v* =0,9993

La recta de calibrado de camitina fue:

Area =40577,4 [Camitina (mM}] - 8,1450, r* = 0,9995

La concentracion de D{+)-carnitina se¢ calculd mediante la diferencia entre la
carnitina total cuantificada mediante HPLC y la L{-}-camitina determinada mediante

ensayo enzimatico descrito en 7.14.6.
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