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l‘ Resumen

La Ingenieria Metabdlica es la rama de las ciencias bioldgicas que se encarga del estudio y la
evaluacion de los cambios que se producen de forma dirigida en el metabolismo. Entre los objetivos que
persigue esta metodologia integradora esté lograr el incremento del rendimiento del producto de interés
hasta valores cercanos al maximo teérico. Disponer de un modelo matemaético para describir el
metabolismo de la célula objeto de estudio es la base para realizar trabajos de Ingenieria Metabdlica. En
este trabajo se aplicalamodelacién matematica del metabolismo al caso de estudio de lasobreproduccion
de lisina con la bacteria Corynebacterium glutamicum. Con la aplicacion de la técnica de Analisis de
Flujos Metabdlicos y haciendo uso de la simulacién matematica se determin6 el méximo rendimiento
tedrico para la produccion de lisina y con estas distribuciones de flujos se identificaron los nodos
principalesen lared metabodlica. Se arribaalas mismas conclusiones que las obtenidas experimentalmente
y reportadas en la literatura.
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®Abstract

Metabolic Engineering isthe branches of biological science that deals with the study and evaluation
of the changes that occurs in a targeted manner in metabolism. Among the objectives of this integrated
methodology is to obtain the product’s yield of interest to values near the theoretical maximum. A
mathematical model to describe the cell metabolism under study is the basis for metabolic engineering.
Inthis paper, mathematical modeling of metabolismisappliedto lysine overproductionin Corynebacterium
glutamicum. With metabolic flux analysis technique application and using mathematical simulation was
determined the maximum theoretical yield for the production of lysine and with these flux distributions
were identified the principal nodes in the metabolic network. We arrived to the same conclusions as those
obtained experimentally and reported in the literature.

Keywords: metabolic flux, theoretical yield, mathematical modeling, metabolism.

@ Introduccion

Los procesosindustriales para cultivar organismos
productores de proteinas de interés médico tienen su
origen hace mas de medio siglo con la produccion a
granescalade lapenicilina. A partir del descubrimiento
del ADN (Acido Desoxirribonucleico) por Watson y
Crick, como el material responsable de latransmision
de la informacion hereditaria y los avances en la

ingenieriagenéticaparamanipularelmismoeinsertarlo
en organismos vivos, la explosién de productos
derivados de la biotecnologia ha sido gigantesca.
Cuandose calculael rendimientotedrico de un producto
en base a la fuente de carbono y energia por la
estequiometria del proceso de fermentacion o por la
termodinédmica del proceso, el valor que se obtiene
generalmente es mucho mayor que el valor del
rendimiento real que se alcanza en un proceso de
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fermentacion. Estrategias basadas en laaplicacion de
la Ingenieria Genética, asi como la optimizacion del
proceso como resultado de la aplicacion de la
metodologia de la Ingenieria de Bioprocesos, logran
incrementar de manera importante el rendimiento del
producto. Entre las variantes usadas con éxito por la
Ingenieria Genética se encuentra la incorporacion de
vectores de expresion con copias multiples de casetes
de expresion /1/.

Sin embargo, la sobreexpresion del producto que
no es mas que un rendimiento de expresion cercano
altedrico, solose logracon laalteracion dealgunas de
las rutas del metabolismo. A pesar de haberse
reconocido desde hace varias décadas la necesidad
de conocer mejor el metabolismo de la célula y usar
esa informacion para el disefio de la mejor estrategia
de operacion, siguen existiendo en la actualidad
numerosos estudios basados en el tanteo y error para
mejorar los rendimientosdel producto de interésen los
procesos de fermentacion.

Laingenieria en una ruta metabdlica para obtener
un producto determinado comienzageneralmente con
el anélisis de los pasos finales relacionados con el
producto de interés. Sin embargo, tanto la velocidad
de formacién como el rendimiento estan limitados en
ultimainstanciapor lacanalizacion del carbono desde
el metabolismo central hacia la ruta de biosintesis del
producto /2/.

Entre las caracteristicas de las rutas metabdlicas
centrales se tiene la existencia de puntos de
ramificacion o nodos hacia otras rutas de degradacion
o biosintesis de otros metabolitos. Se trata entonces
de conocer en qué nodo hay que hacer cambios de la
regulacién enzimética para favorecer el flujo de
metabolitos por la ruta que tributa al producto de
interés.

Entre las Ciencias Bioldgicas la Ingenieria
Metabdlica es larama que se encarga del estudio y la
evaluacion de los cambios que se producen de forma
dirigida en el metabolismo /3/. La modelacion
matematica del metabolismo celular es una fuente de
generacion de nuevos conocimientos, proporcionaun
ahorro considerable de tiempoy experimentos, y es la
base para la realizacion de trabajos de Ingenieria
Metabdlica.
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La modelacion matematica del metabolismo es
una tarea compleja debido al nimero grande de
reacciones involucradas en los procesos, los sistemas
de regulacion de las células para responder ante los
cambios del entornoy el nimero de rutas alternativas
para responder ante los cambios. Los modelos
matematicos estequiométricos del metabolismo celular
describen la red metabolica como un conjunto de
ecuaciones estequiométricas que representan las
reacciones bioquimicas que ocurren.

El objetivo de este trabajo es mostrar como
mediante la simulacion matemética de una red
metabdlica se pueden determinar losnodos principales
de lamismay el rendimiento tedérico del producto. Se
toma como ejemplo de caso de estudio la
sobreproduccién de lisina en Corynebacterium
glutamicum y se comparan los resultados tedricos
con los obtenidos experimentalmente por /4/.

Fundamentacion teorica

Clasificacion de los nodos de una red del
metabolismo

Losnodos son puntos en unared metabolicadonde
una secuencia de reacciones se bifurca entre dos o
mas rutas metabolicas diferentes /5/.

La regulacion de una ruta metabdlica puede
ocurrir a diferentes niveles, el primero a través de
la velocidad de reaccion de cada una de las
reacciones enzimaticas (dependera del pHy de las
concentraciones intracelulares del sustrato, del
producto y del cofactor, que son los elementos
primarios para la regulaciéon de la actividad
enzimatica), el segundo nivel se efectla a través
de la accion de las enzimas reguladoras (muchas
enzimas reguladoras son inhibidas por el producto
final de la secuencia en la que actlan), el tercer
nivel esatravésdel control genético de lavelocidad
de sintesis de la enzima, y en los organismos
multicelulares que poseen sistemas endocrinos, la
regulacién metabdlica se ejerce aln a otro nivel
/6/ (las hormonas elaboradas por las glandulas
endocrinas son mensajeros quimicos que pasan por
la sangre hasta ciertos tejidos que constituyen su
objetivoyenlosqueestimulan o inhiben actividades
metabdlicas especificas).
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La Ingenieria Metabdlica se encarga de modificar
laregulacion de las rutas en los dos primeros niveles,
haciendo uso de varios conceptos como rigidez de la
red y nodos principales. Los conceptos de rigidez de
una red, nodos flexibles y rigidos fueron planteados
por /5/.

Lasobreproduccién de unmetabolito particular se
puede realizar mediante la desregulacion de la ruta
directamente asociada con lasintesis del mismo o por
la transformacion de una célula hospedera mediante
laintroduccion de genes que codifican para lasintesis
del producto de interés. Estas modificaciones sin
embargo no necesariamente implican altos
rendimientos del producto (fsiesdeproducto) ya que las
distribuciones de flujos metabdlicos en los puntos
ramales o nodos en el metabolismo primario (glucolisis,
ciclode los acidos tricarboxilicos, ruta de los fosfatos
de pentosa) se redireccionan para asegurar un
crecimiento balanceado de la célula.

Esta resistencia inherente a la alteracion de los
flujos metabdlicos se conoce como larigidez de lared
/5/. Aunque laactividad enzimatica global a través de
la rama para la obtencién del producto de interés
indudablemente gobiernasu velocidad de formacion,
el rendimiento del producto es una funcion de las
particiones o distribuciones de flujos que ocurren en
los nodos de la red.

Consecuentemente para lograr lasobreproduccion
de unmetabolito particular serequiere de alteraciones
significativas de las distribuciones de flujos en los
nodos del metabolismo primario comparadas con las
distribucionesde flujos observadas parael crecimiento
balanceado. No obstante el rendimiento del producto
depende de la particion o distribucién de flujos que
ocurre solamente en un pequefio nimero de todos los
nodos que contiene la red metabolica.

Estos son los Ilamados nodos principales y su
identificacion se realiza observando que en los mismos
esdonde ocurren los cambios mas significativosen las
distribuciones de flujos como funcién del rendimiento
del producto deseado. La distribucion de flujos
requerida para el rendimiento es determinada por la
técnica del Analisis de Flujos Metabdlicos con o sin
datos experimentales.

Cuando la identificacion se realiza sin datos
experimentales, se toman las distribuciones de flujos
obtenidas de la simulacion de los rendimientos del
producto de interés.

Sobre labase de larigidez de los nodos es posible
clasificar lasestructuras de control de lared metabolica
en tres categorias. Para comprender estas
clasificaciones es importante tener en cuenta que la
cinética de la rama esté referida a la respuesta local
de todas las enzimas que acttan en la ramay que la
razonde flujo de laramaestareferidaal flujo canalizado
a través de la misma entre el flujo que entra al nodo.

Losnodos donde las particiones de flujos dentro de
cada rama cambian facilmente para satisfacer la
demanda metabdlica se conocen como nodos
flexibles. En un nodo flexible las enzimas
participantes en cada rama muestran una afinidad
similar porel sustratoy las velocidades de reaccion de
cada rama son de igual magnitud.

El flujo a través de cada rama esté& controlado por
unaretroinhibicion ejercida por el metabolito terminal
correspondiente (figura 1).

7 ——————

Fig. 1Esquemadeunnodoflexible,dondeSesun
metabolitointermedio, P el producto deseadoy B otro
producto que noesdeinterés. Laslineasdiscontinuas

representan laretroinhibicion.

De esta manera la razén de flujo de larama puede
variar entre cero y uno para satisfacer la demanda
ubicadaen los metabolitosterminales. Por ejemplo, si
laretroinhibicion ejercida por el metabolito P (figura
1) es eliminada o si P es un precursor de un producto
deseado, la razon de flujo de la rama P se acercaré a
launidad.
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Los nodos flexibles son los mas faciles para
alterar la distribucién de flujos en las ramas y pocas
veces requieren modificacion.

Un nodo es débilmente rigido si la particion de
flujos en el mismo estddominada por lacinéticade una
de sus ramas. Esto puede ser el resultado de una alta
actividad enzimética o una alta afinidad enzimética
por el sustrato, lo que hace que se necesite una
retroinhibicion en laramadominante B (figuras2y 3).

|

Fig. 2 Esquemade unnododébilmente rigido,donde S
esun metabolitointermedio, P el producto deseadoy B
otroproductoque noesde interés. Laslineas
discontinuas representan laretroinhibicion. La
formaciénde B ocurreenlaramadominante del nodo.
LaformaciondeP ocurreenunaramasubordinada.
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Fig.3Ejemplodelnodoa-oxoglutarato presenteenel
ciclode los &cidos tricarboxilicos. Las lineas
discontinuas representan laretroinhibicion. La
formaciéndesuccinil-coaeslaramadominante del
nodoalfa-oxoglutarato.

Aun cuando la rama subordinada P esté
desregulada (o sea que se elimine la
retroinhibicién) o P sea un precursor de un
producto deseado, una fraccién significativa del
flujo seguira entrando a la rama dominante y
limitard el rendimiento del producto.

No obstante, el rendimiento del producto puede ser
mejorado si se atenua la actividad enzimatica de la
ramadominante By seamplificalaactividad enzimatica
de la rama subordinada P lo suficiente para que
canaliceelincrementodel flujo. Los nodosdébilmente
rigidos son generalmente tratados con técnicas de
seleccion-mutacion.

Un nodo es fuertemente rigido si la razén de
flujos de una 0 més de sus ramas esta controlada
herméticamente. Esto ocurre cominmente por una
combinacion de los controles por retroinhibicion y
trans-activacion de la enzima por un metabolito en la
rama opuesta (figuras 4 y 5).
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Fig. 4 Esquemade unnodo fuertemente rigido, donde S
esun metabolitointermedio, P el productodeseadoy B
otro productoque noesde interés. Laslineas
discontinuas representan laretroinhibiciony las
flechasdiscontinuas laactivacion por el metabolito
terminal delaramaopuesta.
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Fig.5Ejemplodel nodo Fosfoenolpiruvato
presente en la Glucodlisis. Las lineas discontinuas
representan laretroinhibiciony laflechadiscontinuala
activacion por el metabolito terminal delarama
opuesta. Elaspartato (ASP) actlacomoinhibidor dela
secuenciade reacciones en laramaen que se formaya
lavezcomoactivador de laramaparalaformacion del
Acetil-Coa.
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Eneste caso particular ademés de inhibir su propia
sintesis, los metabolitos P y B actGan con un efecto
positivoen laramaopuesta. Estaarquitecturaestabiliza
las particiones de flujos en el nodo, proporcionando
concentraciones en el estado estacionariode Py B lo
suficientemente altas para inhibir su propiasintesisen
ausencia de sus correspondientes activadores B y P
respectivamente.

Por ejemplo, si el flujo a través de la rama B
disminuye debido al incremento de la razén de flujos
en la rama P, la velocidad de sintesis de P va a
disminuir por la pérdida de activacion por By por el
aumento de la inhibicion debido a la concentracion
remanente de P, dejando la razén de flujos de cada
rama practicamente constante.

Sin embargo, las simulaciones indican que el
incremento de la demanda de P, la eliminacién de la
retroinhibicion de P y bloqueando la demanda de B
tienen un pequefio efecto en la razon de flujos de la
rama P.

La determinacion de la rigidez de los nodos se
realizasolamente por laviaexperimental; y enfuncion
de esto Ultimo se proponen las modificaciones
genéticas a realizar en la célula para logar el objetivo
de la sobreproduccion del producto de interés.

Modelacién matematica del metabolismo.
Analisis de flujos metabdlicos

Los modelos mateméticos mas usados para el
metabolismo se pueden dividir en dos grupos: Los
modelos cinéticos y los modelos estequiométricos o
basados en restricciones. Los modelos cinéticos
brindan informacion acerca de la dindmica con que
ocurren las reacciones en la célula, pero no han
prevalecido sobre los estequiométricos debido a la
falta de informacion sobre las constantes cinéticas de
lasenzimas paralascondicionesinvivo/7/.Comouna
red integrada de reacciones quimicas, el metabolismo
obedece a las leyes generales de la quimica como la
ley de la conservacion de la masa /8, 9/.

Para plantear el modelo estequiométrico del
metabolismo se toman en cuenta restricciones de
balance de masa para cada metabolito, dadas por la
estequiometriade las reacciones donde este participa,
y se determinan los flujos metabolicos internos o

velocidades de reaccion bajo la hipétesis de estado
pseudoestacionario, justificada por el hecho de que los
cambios metabdlicos son muy rapidos (milisegundos
a décimas de segundos) en comparacion con el
crecimiento celular (horasadias) /10/. EI modelo que
Se obtiene contiene una matriz cuyos elementos son
los nimeros estequiométricos de los diferentes
metabolitos en las distintas reacciones.

Entre las técnicas de analisis mas importantes
que se aplican en la Ingenieria Metabdlica para la
modelacion matematica del metabolismo se
encuentra la de Analisis de Flujos Metabdlicos
(MFA). Esta técnica se emplea con el fin de
describir el estado fisioldgico de la célula para las
condiciones invivo haciendo uso de mediciones de
flujos externos en el medio de cultivo (que son el
resultado del intercambio de nutrientesy productos
entre la célula y el medio) para el calculo de los
flujosinternos (velocidades de las reacciones de la
red).

Si se toma como sistema a la célula, que
intercambia materia con el medio exterior (medio
de cultivo) se tiene para el metabolito i el siguiente
balance de masa:

df'lur:' dEJ.
:F:'n_F:'+Zﬂ:';' @

donde:
N; €s la cantidad de sustancia del metabolito i.

F;q €seélflujode cantidad de sustanciadel metabolito
i que entra al sistema.

F; eselflujo de cantidad de sustancia del metabolito
i que sale del sistema.

a;; eselnimero estequiométrico del metabolito i
enlareaccionj. Losvalores a;; de tienensigno
positivo cuando el metabolito i es producto de
lareacciony signo negativo cuando es reactivo
en la reaccion.

g es el grado de avance de la reaccion j.

dic, . S . T
—:_eslavelocidadde lareaccionjoflujometabdlico
de la reaccion j.

n es el nimero total de reacciones de la red
metabdlica.
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Si para cada metabolito principal de la ruta
metabdlica se plantea un balance de masa,
incluyendo a la biomasay el producto de interésy
asumiendo un estado pseudoestacionario se obtiene
un sistema de ecuaciones lineales que puede ser
representado de forma matricial de la siguiente
manera:

Ax=gq 2
donde:

A esuna matriz de dimension m - n que contiene los
nameros estequiométricos de los metabolitos en
lasreacciones. Siendo m el nimero de metabolitos
balanceados y n el nimero de reacciones que
componen la red metabolica.

Ghacose
|mcu1dtﬂ!l] onales'phl

5 AL

Glycerol-3-P A

x es el vector de dimension n - 1 que contiene los
flujos metabdlicos o velocidades de reaccion de
todas las reacciones que componen la red.

q es el vector de dimensién m x 1 que contiene las
velocidades netas de salida desde la célula de
todos los metabolitos balanceados.

La resolucion del modelo se realiza a través del
Método de los Minimos Cuadrados. La ventaja
fundamental de la técnica de MFA radica en que
permite ladeterminacion exactade lamagnitud de los
flujos metabdlicos (velocidades de reaccion) de una
ruta in vivo /11/. Los flujos metabdlicos constituyen
un determinante fundamental de la fisiologia de la
célula, ya que indican una medida del grado de ajuste
de varias rutas metabdlicas en las funciones celulares
globales y procesos metabdlicos.
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Fig.6 Mapade flujos metabolicos para Saccharomyces cerevisiae con
crecimientoanaerobio. Tomadode/7/.
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El resultado final que se obtiene con la
aplicacion de la técnica de MFA es un mapa de
flujos metabdlicos mediante un diagrama de las
reacciones bioquimicas y un estimado del flujo
metabdlico para cada reaccion en el diagrama
(figura 6).

Estos mapas de flujos metabdlicos, contienen
informacion atil acercade lacontribucion de varias
rutas a los procesos metabdlicos globales de
consumo de sustratos y formacién de productos.

Como con MFA se caracteriza la red metabdlica
estudiada in vivo bajo diferentes condiciones
ambientales, se puede entonces conocer mejor el
funcionamiento dinamico de la célula.

Ademaés de laobtencion de los flujos metabdlicos,
el Anélisis de Flujos Metabdlicos puede proporcionar
informaciones adicionales sobre otras caracteristicas
fisiologicas importantes de las células como la
identificacion de puntos de control (nodos rigidos) en
las rutas celulares, el impacto que ha tenido una
modificacion genética realizada en la célula, la
identificacion de rutas alternativas para la formacion
del producto de interés, el célculo de los flujos
extracelulares no medidos experimentalmente, y el
célculo del méximo rendimiento tedrico para el
producto de interés /11/.

Materiales y metodos

Linea celular. EI microorganismo estudiado
es Ia Corynebacterium glutamicum ATCC
21253 /4/

Obtencion de la matriz de los nimeros
estequiométricos

El modelo matematico se construy6 siguiendo las
reglas generales para aplicar la técnica de MFA
descritas en /11/y para establecer la ecuacion para la
formacion de la biomasa se siguieron las reglas
descritas en /12/.

Para poder comparar los resultados tedricos con
los reportados por /4/ se tuvo en cuenta lainformacion
bioquimica reportada experimentalmente para esta
lineacelular.

La representacion de la red metabdlica de
Corynebacterium glutamicum fue construida
principalmente a partir de las redes que presentan
las bacterias acidos glutamicas, aunque pueden
existir diferencias entre ellas /13/. En este caso
las rutas principales a considerar son laglucolisis,
la ruta de los fosfatos de pentosa, el ciclo de
acidos tricarboxilicos y sus rutas anapleroticas,
la fosforilacion oxidativa y la biosintesis de
glutamato, glutamina, alanina, valinay lisina.

También se toman en consideracion las
formaciones de trealosa y de acido acético como
productos colaterales del metabolismo central del
carbono y la formacion de biomasa.

Analisis de sensibilidad de la matriz de los
numeros estequiométricos

El andlisis de la matriz que representa una red
bioquimica cualquiera se hace a través de los
conceptos de Algebra Lineal, lo que permite traducir
los conceptos y conocimientos matematicos a
conceptos bioldgicos y viceversa /14/.

Esimportante medir lasensibilidad o el grado
de propagacidn de los errores de la matriz. El
analisis de sensibilidad consiste en conocer si la
matriz estd bien-condicionada. Una matriz mal-
condicionada con pequefias variaciones en las
mediciones experimentales provoca grandes
cambios en los flujos metabdlicos calculados /
11/. Una medida de esta sensibilidad esta dada
por el nimero de condicion, definido como:

EN — BANNCA A4 3)
donde:

I I representa alguna norma matricial.

A representa la matriz de los numeros
estequiométricos.

AT representa la matriz transpuesta de los nimeros
estequiométricos.

Siel nimero de condicidén se encuentra entre
0 y 100 se dice que la matriz esta bien-
condicionada, o0 sea que es poco sensible. Por el
contrario si el nimero de condicién es mayor
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que 1 000 se dice que la matriz estd mal-
condicionada.

Método de los Minimos Cuadrados

La solucién de minimos cuadrados v del sistema
Ax = q satisface la ecuacion normal ATAx=A"qy
reciprocamente cualquier solucién de la ecuacion
normal essolucion de minimos cuadrados. Ademas, si
ATA esinvertible, lasolucidnesunicay viene dada por
v = (ATA) ATg. La matriz (ATA) AT es analoga con
Al ysedenominaindistintamente inversageneralizada
de A o matriz pseudoinversa de A. La condicion
necesaria para que A'A sea invertible es que el rango
de A sea igual al nimero de columnas.

El rango de una matriz no es mas que el nimero
méaximo de filas linealmente independientes, por lo
que para cumplir la condicion necesaria el namero
de balances de metabolitos linealmente
independientes tiene que ser igual al nimero de
reacciones de la red metabdlica (niamero de
incognitas del sistema de ecuaciones).

Debido a que la mayoria de las células son
capacesde utilizar unagran variedad de compuestos
como fuentes de carbono, nitrégeno y energia;
existen muchas rutas complementarias que operan
al mismo tiempo y que incluidas en la matriz de
los nimeros estequimétricos crean una dependencia
lineal responsable de la variacion en el rango de
la matriz /15/.

® Resultados y discusion

Seleccion del conjunto de reacciones que
representan la red del metabolismo y el
modelo matematico

Para obtener la matriz de los numeros
estequiométricos para aplicar la técnica MFA se
necesita hacer primeramente la seleccion de las rutas
metabdlicas principales que aportan la energia y los
precursores requeridos para la formacion de la
biomasa, asi como analizar las reacciones que forman
la ruta biosintética del producto de interés.

En el caso de Corynebacterium glutamicum los
andlisis genéticos y bioquimicos indican que esta
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bacteria posee al menos tres sistemas
fosfotransferasas habilitados para el consumo de
glucosa, fructosa y sacarosa /13/. Para el caso de
estudio la glucosa es el Unico azlcar presente en el
medio de cultivo, por lo que el sistema de la glucosa-
fosfotransferasa es el Gnico de los tres que pudiera
estar activo.

J. Vallino, 1991 /13/ demostrd también que
aunque Corynebacterium glutamicum posee
laenzimaglucoquinasa, es el sistema catalizado
por la glucosa-fosfotransferasa el que esta
involucrado en el transporte y la fosforilacion de
la glucosa extracelular, ya que la glucosa-
fosfotransferasa presenta una mayor actividad
que la otra enzima.

Entre las cuatro rutas anapleréticas sélo la
fosfoenolpiruvatocarboxilasa hasido detectada
con una alta actividad en Corynebacterium
glutamicum /13/. Por otra parte, aunque es
indiscutible laexistenciadel ciclo del glioxilato en
Corynebacterium glutamicum, su grado de
induccion cuando hay glucosa en el medio de
cultivo es bastante ambiguo (Vallino, J., 1991 /13/
determind experimentalmente que la actividad de
la enzima que inicia el ciclo isocitrato liasa es
inhibida por la glucosa presente en el medio de
cultivo).

Como laenzima es necesaria para el ciclo, si
esta no tiene actividad no se tiene en cuenta en
el modelo matemético las reacciones que
dependen de la misma. En la tabla 1 aparecen
las reacciones que componen el modelo
matematico para el metabolismo de la bacteria
en las condiciones de estudio.

Determinacion de la sensibilidad de Ila
matriz de los niimeros estequiométricos

La matriz obtenida que representa la red
metabodlica (tabla 1) tiene una dimension de
37 - 34 con un rango de 34 y un numero de
condicion de 59 por lo que es funcional
matematicamente y poco sensible (el nimero de
condicién es menor que 100. Cumplida esta
condicién el modelo puede ser aplicado para la
solucion de los problemas de interés.
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TABLA1. REACCIONES DE LARED DELMETABOLISMO PARALA
SOBREPRODUCCION DE LISINA POR Corynebacterium glutamicum QUE
FORMAN ELMODELO MATEMATICO

Ordenenla

Reaccdn

GLC +PEF =FTE + GeF

5P = FaP
FeEFP + 4TF =2 GAP + ADF

3P =TFEF +H.O
PEF + 40P =PYE + ATP

PEF + H.O+ C0, =044 +F

PPE + GLIT = AL4 + o EiF

EnSF = RSP
EnSF =5
F5P+ 5P = 57F + GAP
S7P+ GAP = FeP + E4AP
E4P+ X5F = FP + GAP

Qb+ GLT = 45 + arEF

L¥5=L¥5e

P +05ATP =TEE + 0.5 ADFP +0.5F

GAP+F + MAD + 40P = (F +MADH+H +ATP

FYE+NADH+H =LAC+ HAD

FYE + Cofi+ HAD = AcCol + CO0, + HADH+H
AeColy + Ol h + HO=T30CT + Cok
ISOCIT + HAD (P = KG+ 00+ HADFIH +H
-G+ Colt + HAD =5ueCol + OO+ MADH +H
SacCodh + GDP +P = SUC + Cod + TP

SUC+ FAD+ H.O=MAL + FADH

MAL+HAD =044 + MADH + H
AeColi + ADP +F = AC + ATP + Col
a-KEG+MH, + MADPH + H =GLU+HADE + HO
GLU + HH, + ATP = GLU+ HADP +H.O

ZPFTR+HADPH+H +GLU =VAL+ CO. + HATP +H.O+aEG
GEP+H O+ 2HADP =Fn P+ 2HADPH+2H + 0O

2MADH +2H +44A0P+4F +0.=2HO+4 4TP+2HAD
AFADH. + 2 ATP +2P + 0. =2H.O+ 2 ATP + 2 FAD

FiE + 2 MADPH + 2 H + GLTT + ATP + ASF + ZucCod =LY5 + CO. + 2
HADP +3UC +owEG+ Colt + ADP+F

o3 HHEHEE‘IHEE&HHHEESEGIGEEEmmﬂmM#MMHE

003 B5P + 5352 ATP + 0,025 GLM + 008 4P + 0,312 MAD +005 ALA +
OM3ILET +0,0G2LYE + 0015 MET + 0,052 THE + 0,04 VAL + 0,552 AcCol
+ 0478 H + 047 NADPH + 0021 Gep +0,007 FaP + 0038 E4P + 0015 GAP
+ 015 G3P + 0052 PEP + 003 PYR + 0445 GLTT = BIOMASA + 3,52 ADP +
S3EZP 40,143 C0O + 0312 MADH + 0312 H + 0478 HNADP + 0332 Col +

04 wKG
! ATP = ADF +F

Aplicacién 1: Determinacién del maximo
rendimiento teorico de lisina a partir de
glucosa en Corynebacterium glutamicum

Un primer estimado del rendimiento maximo
tedrico para el producto de interés, se obtiene a
partir de los balances de materiales por
elementos (generalmente C, H, O, N) de la
ecuacién global de un proceso de fermentacion
en la que no se tiene en cuenta la formacion de
biomasa: CH O, + aNH, + bO, = zC HON, +
cH,O + dCO.,,.

En este caso se tienen cinco nlumeros
estequiométricos desconocidos (a, b, z, ¢, d) y

cuatro balances elementales, de manera que para
darle solucion al sistema es necesario afiadir una
ecuacion mas que seria la restriccion >.

El maximo rendimiento tedrico calculado por
la estequiometria de la ecuacion global de
fermentacion es de 0,857 mes5ieg, 0 sea el
85,7 % de laglucosaestransformadaa lisina. El
problema principal asociado al calculo del
rendimiento de estamanera, es laalta probabilidad
de que exista una distribucién de flujos que no sea
factible debido a que no se tienen en cuenta las
restricciones biogquimicas de la célula.

m Vol. XXI1V, N° 1, enero-abril, 2012



Revista Cubana de Quimica, pags. 70-82

Es por esto que se realiza el calculo mediante la
distribucion de flujostedricos. Ladistribuciontedrica
de flujos es generada si se eliminan los balances de
metabolitos que hacen a la matriz de los nimeros
estequiométricos sobredeterminada. Asi, las
velocidades paralabiomasa (reaccion 33 en lastablas
1y 2), laglucosa (reaccion 1 en lastablas 1y 2) yel
producto de interés son fijadas en 0, -100 y Yp
respectivamente, donde Yp es el rendimiento molar
del producto (mol lisina/mol glucosaen latabla2),y se
va simulando su valor hasta que se tenga una
distribucién de flujos que no sea factible. Es en este

punto donde se obtiene el maximo rendimiento tedrico.
De esta manera, se eliminan los balances de CO,,
NH,y O, de lamatriz de los nimeros estequiométricos,
lo que provoca un aumento del nimero de condicion
a881. Estevaloresaceptable (el nimero de condicién
es menor que 1 000) teniendo en cuenta que se
encuentraen el intervalo establecido y especialmente
sise consideraque no existe incertidumbre enel valor
del vector de lasmediciones. En latabla 2 se observan
los resultados de los flujos metabolicos de las diferentes
reacciones obtenidos para los diferentes valores de
rendimiento.

TABLA2.DISTRIBUCION DE FLUJOS TEORICOS PARA DIFERENTES VALORES DE RENDIMIENTO
DE LISINA APARTIR DE GLUCOSA EN Corynebacterium glutamicum. LOS FLUJOS ESTAN
EXPRESADOSEN MMOL/Lh

Rendimdento de Lisina | Lsinal ucnsa)
0% [ 20% [ 35% | 60% | 64% | 75%
Reaccion Flujo metahilico de la reaccién (mmol'L h)
1 100 | 100 | 100 | 100 | o1oa 100
2 0 a 0 0 I 0
3 220 | 148 4 4 -9 -50
4 140 | 116 08 63 fid 50
5 240 | 216 | 198 [ 168 | 164 150
i 240 | 216 | 198 [ 168 | 164 150
7 140 i f3 8 0 25
8 0 0 0 0 0 0
0 0 20 35 ]l fid 75
10 240 | 176 | 138 48 36 0
11 240 | 176 | 138 43 3 0
11 240 | 176 | 138 43 36 0
13 240 | 176 | 138 43 36 0
14 240 | 136 93 -12 | - 75
15 240 | 176 | 123 43 36 0
16 240 | 176 | 148 48 36 0
17 0 0 0 0 0 0
15 0 40 7a 120 [ 137 150
19 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0 0
232 -120 | 48 f 94 109 150
23 -40 -1é 2 32 36 50
24 -&0 -31 4 i 73 100
25 -40 -16 2 32 3 50
i el -16 2 32 kil gl
28 480 372 291 156 156 75
29 120 88 i<} 24 18 1]
30 0 20 35 il fid 75
31 0 20 35 ] a4 75
33 0 20 35 il fd 75
33 0 1] 0 0 1] 1]
34 2640 | 1996 | 1513 | 708 501 2325
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Como puede observarse, la primera distribucion
de flujos tedricos que no es factible ocurre a un valor
de rendimiento de lisina de 64 %. En esta situacion el
flujo metabdlico de la reaccion 7 alcanza el valor de
cero, y deseguiraumentando el rendimientoimplicaria
valores de flujos negativos. Esto no seria posible
debido a que dicha reaccion es irreversible.

Vallino, J.,1991/13/ demostr6 experimentalmente
qgue en la bacteria Corynebacterium glutamicum
existe actividad de la enzima PEP-sintetasa que
cataliza la siguiente reaccion: PYR + ATP + H,0 =
PEP + AMP + P. Por tanto, para rendimientos
mayores que 64 % esta reaccion sustituye a la
reaccion 7, de manera que los flujos negativos con la
nueva estequiometria den positivos, indicando que
estaultimareaccioneslaque llevaacabo laformacion
del fosfoenolpiruvato.

Laproximadistribucion de flujos que noes factible
ocurre paraun valor de rendimiento de lisinade 75 %,
en donde aquellas reacciones del ciclo de los &cidos
tricarboxilicos (reacciones 11a 16 en lastablas 1y 2)
que son irreversibles alcanzan el valor de cero
(reaccidon11),ademas paraese rendimiento lareaccion
de formacion de Acetil-CoA a partir de Piruvato que
también es irreversible, su flujo metabdlico toma el
valor de cero.

Por tanto, bajo estas condiciones se alcanza un
méaximo de rendimiento teérico de lisinade 75 %. Este
valor, aunque esmenor que el calculado por el balance
de materiales por elementos de la ecuacion
estequiométrica que representa el proceso de
fermentacion, es mas confiable debido a que tiene en
cuenta las restricciones bioquimicas. Asi se puede

50

45
a0 |
s

25

20
1%
10

5

G6F

Cambios en la reladon de Aufos
maelsbolions
™

=
GAF

F&f FYE

concluir que el concepto de méximo rendimiento
tedrico no es tan concreto como se puede pensar.
Para tener precision, el madximo rendimiento tedrico
reportado debe siempre estar acompafiado por la
bioquimicausada paradeterminarloy lalimitacionen
que se incurrid, como se hizo en este caso.

Aplicacién 2: Identificacién de los nodos
principales de la red metabdlica para la
sobreproduccion de lisina

Para la identificacion de los nodos principales se
utilizan los valores de flujos obtenidos en lasimulacion
para conocer el rendimiento tedrico maximo. De la
figura 7 se puede observar que los nodos principales
de lared metabdlicason glucosa-6-fosfato, piruvatoy
fosfoenolpiruvato por mostrar los mayores cambios
en su razon de flujos metabdlicos en funcion del
rendimientode lisina.

Los cambios en el nodo oxalacetato se deben a los
del nodo fosfoenolpiruvato, por lo que este tipo de
nodo se conoce como principal trivial. Estos resultados
(identificacion de losnodos principales) coincidencon
los reportados en un trabajo experimental /13/. Se
demuestra entonces que la simulacion matematica es
una via posible para la identificacion de los nodos
principales de una red metabdlica.

Una vez identificados los nodos principales debe
determinarse por laviaexperimental el tipo de rigidez
de cada uno; y en funcidn de esto Gltimo se proponen
las modificaciones genéticas a realizar en la célula
para lograr el objetivo de la sobreproduccion del
producto de interés. Estaes laesenciade la Ingenieria
Metabdlica.

i Pa e nde de Lisns
entre 3%y 75%

B P red i nte e Lisns
emntre 4y 35%

O8A PEFP

Nodos relacionados con la sobreproducdon do Lisina

Fig. 7 Cambiosen larelacion de flujos metabdlicos en los nodos presentesen lared metabdlicaparala
sobreproducciondelisina.
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Conclusiones

La metodologia de Analisis de Flujos
Metabdlicos permite estimar el méaximo
rendimiento tedrico de un producto y a partir de
las distribuciones de flujo determinar los nodos
principales de la red metabo6lica mediante la
simulacion del funcionamiento de la red con el
modelo matemético que la describe. Esto se
demuestra en el caso de estudio de la
sobreproduccion de lisina en Corynebacterium
glutamicum a partir de glucosa.

La importancia del uso de la simulacion radica
en el ahorro de tiempo y ademés permite dirigir
mejor los experimentos a realizar para la
determinacion de la rigidez de los nodos
identificados como principales.
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Nomenclaturas, simbolos y letras
griegas

- A: Adenosina

- AC: Acido Acético

- AcCoA: Acetil-CoA

- ACE: Acetaldehido

- ADP: Adenosina- Difosfato

- ALA: Alanina

- AMP: Adenosina-Monofosfato

-ARG: Arginina

- SN: Asparagina

- ASP: Aspartato

- ATP: Adenosina-Trifosfato

- CH: Carbohidratos

- CIT: Citrato

- CO,: Dioxido de Carbono

- CoA: Coenzima A

- CTP: Citidina-Trifosfato

- CYS: Cisteina

- DHAP: Dihidroxiacetona

- DHF: Dihidrofolato

-dTTP: Timidina- Trifosfato

- E4P: Eritrosa-4-Fosfato

- F1,6DP: Fructosa-1,6-Difosfato
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- F6P: Fructosa-6-Fosfato

- FAD: Flavina Adenina Dinucle6tido

- FADH,: Flavina Adenina Dinucleotido reducida

- FOR: Formiato

- FUM: Fumarato

-G1,3DP: 1,3 Difosfoglicerato

- G2P: 2- Fosfoglicerato

- G3P: 3-Fosfoglicerato

- G6P: Glucosa-6-Fosfato

- GAP: Gliceraldehido-3-Fosfato

- GDP: Guanosina- Difosfato

- Glc: Glucosa

- GLN: Glutamina

- GLU: Glutamato

-GLY:Glicina

- GTP: Guanosina-Trifosfato

-H*: lon Hidronio

- H,0: Agua

- HCO,: lon Hidrdgeno Carbonato

- HIS: Histidina

- ILE: Isoleucina

- ISOCIT: Isocitrato

- LAC: Lactato

- LEU: Leucina

- LYS e: Lisina extracelular

-LYS: Lisina

- MAL: Malato

-MET: Metionina

- N*- Formil- THF: N%°- Formil- Tetrahidrofolato
N®- Formimino- THF: N°®- Formimino-
Tetrahidrofolato

- N3, N¥°- Metilén- THF: N° N??°- Metilén-
Tetrahidrofolato

-NAD*: Nicotinamina Adenina Dinucle6tido

- NADH: Nicotinamina Adenina Dinucleétido
reducida

- NADP*: Nicotinamina Adenina Dinucle6tido
Fosfato

- NADPH: Nicotinamina Adenina Dinucleétido
Fosfato reducida

- NH,: Amoniaco

-NH,: Amonio

- O, Oxigeno

- OAA: Oxalacetato

- OLC: Acido Oleico

- PEP: Fosfoenolpiruvato

- PHE: Fenilalanina.

- P.: Fosforo Inorganico

- PRO: Prolina

- PRPP: 5- Fosfo- Ribosa-Pirofosfato
- PYR: Piruvato

- QUI r: Quinona reducida
- QUI: Quinona

- R5P: Ribosa-5-Fosfato

- Ru5P: Ribulosa-5-Fosfato
- S7P: Sedoheptulosa-7-Fosfato
- SER: Serina

- SO, lon Sulfito

- SUC: Succinato

- SucCoA: Succinil-CoA

- THF: Tetrahidrofolato

- THR: Treonina

- TRE: Trealosa

- TRP: Triptéfano

- TYR: Tirosina

- UTP: Uridina- Trifosfato
-VAL: Valina

- X5P: Xilulosa-5-Fosfato

- 0KG: a-Oxoglutarato

o, nUm_e,ro.estequiométrico del metabolito i en la
reaccion j

g, grado de avance de la reaccion j (cantidad de
sustancia/volumen)

i, . sl . 0
4+ Vvelocidad de la reaccion j o flujo metabolico de

la reaccion j (cantidad de sustancia/volumen
tiempo)
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