PRODUCCION DE (R)-3-HIDROXIBUTIRATO CON Escherichia coli A PARTIR DE GLICEROL
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Introduccion. El (R)-3-hidroxibutirato (R-3HB) es una molécula
sintetizada en condiciones de inanicion, para ser utilizado como
combustible y asi cumplir con diversas funciones metabdlicas en
humanos. Existen bacterias que polimerizan (R)-3HB para
producir polihidroxialcanoatos (PHA’s). Ademas, se ha reportado
el uso de (R)-3HB en el area farmacéutica y de la salud. Por
ingenieria metabolica han surgido estrategias para la produccion
de (R)-3HB en microorganismos modelo como E. coli (1). Por
otro lado, el glicerol, principal subproducto en la produccién de
biodiesel, representa una fuente de carbono abundante y de bajo
costo (2) que puede ser metabolizada por E. coli.

Se busca generar una cepa de E. coli capaz de producir (R)-3HB
a partir de glicerol, aprovechando asi este residuo industrial.

Metodologia. A la cepa silvestre (WT) E. coli MG1655 (DE3) se
le sustituy6 el gen pta por un casete de resistencia a kanamicina
(3), buscando un mejor aprovechamiento del Acetil-CoA para
redirigiio a la produccién de (R)-3HB. Por otra parte, se
transformé con el vector pTrc-R3HB gue contiene algunos genes
de la via de produccion de PHB de A. vinelandii y la
sobreexpresion de una tioesterasa propia de E. coli (4) (Fig.1).
Luego de transformar la cepa silvestre y la mutante (Apta) con el
vector pTrc-R3HB se hicieron cultivos en matraz utilizando medio
minimo mineral con 10 g L de glicerol (37°C, 300 rpm, pH 7,
MOPS 0.1 M).
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Fig. 1. Via sintética para produccion de (R)-3HB en E. coli. Verde:
genes heterélogos/sobreexpresados; Rojo: gen inactivado.

Resultados. Enla Tabla 1 se muestran los parametros cinéticos
y estequiométricos obtenidos de la produccién de (R)-3HB en
matraz: valores de crecimiento celular, consumo de glicerol,
rendimientos y generacion de metabolitos (R-3HB, acetato), para
las cepas WT y Apta transformadas con el vector pTrc-R3HB.

Tabla 1. Parametros cinéticos y estequiométricos obtenidos durante la
produccion de (R)-3HB con las cepas WT y Apta transformadas con el
vector pTrc-R3HB. ND: No detectado.

Parametro WT Apta

CDWmax (g L) 2.01+0.025 2.21+0.089

u (b 0.31 +0.004 0.27 £ 0.009

Yxs (gcow/ggi) 0.22 + 0.004 0.25 + 0.008

gs (g FC g cél* h?) 1.42 £ 0.015 1.09 + 0.008
Qr(g (R)-3HB L hY)  0.046 + 0.009 0.064 + 0.020
Yes (grave Jai 0.080+0.019  0.114 + 0.004

Yormext) (14.15%) (20.17%)

(R)-3HB (g LY 0.69+0.141 0.96 + 0.309
Acetato (g L) ND 0.63+0.183

De acuerdo con los datos obtenidos el crecimiento de la cepa
mutante no se ve afectado de forma importante por la eliminacién
del gen pta, que alcanz6 una biomasa maxima mayor con
respecto a la silvestre. En cuanto a la produccion de (R)-3HB con
ambas cepas, el titulo final incremento6 de 0.69 g/L a 0.96 g/L, asi
como el rendimiento de producto-sustrato desde 0.08 gra+s/ggi &
0.114 grame/ggi, para la cepa silvestre y mutante,
respectivamente. Por su parte so6lo la mutante produjo acetato
(0.63 g/L) a pesar de la eliminacién de pta, posiblemente por la
expresion de otros genes capaces de generar este metabolito.

Conclusiones. Se logré incrementar 39% el titulo y 42% el
rendimiento de (R)-3HB a partir de glicerol utilizando la cepa
mutante de E. coli Apta transformada con el vector pTrc-R3HB,
por lo que esta estrategia permite aprovechar una mayor poza
de Acetil-CoA hacia la generacién de (R)-3HB a partir de glicerol.
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