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Introduccion. El uso de organismos recombinantes para
la obtencion de productos de alto valor agregado es una
actividad comun. Si bien las ventajas de este tipo de
cultivos son ampliamente conocidas a nivel laboratorio,
pocos estudios se han enfocado a la evaluacion del
efecto que tiene el aumento de la carga metabdlica en los
procesos energéticos y de mantenimiento celular debida
a la sintesis de proteinas heterdlogas, asi como en la
termodindmica de las reacciones bioquimicas a mayor
escala. En el presente trabajo se plantea la
estructuracion de un modelo metabdlico simplificado que
permita describir las variaciones en los flujos
metabdlicos dentro de una cepa de E. coli recombinante
que expresa la proteina verde fluorescente (GFP) bajo
diferentes concentraciones de CO, disuelto, del cual se
ha reportado que a elevadas concentraciones inhibe el
crecimiento celular de la bacteria activando reacciones
anapleréticas para la fijacion del mismo (1).

Metodologia. Fueron analizadas las rutas bioquimicas
méas importantes en el metabolismo de E. coli y se
construyé un mapa metabolico simplificado al cual fue
acoplada la reaccion de sintesis de GFP. El conjunto de
reacciones obtenidas (J), que contienen N+M+L
compuestos, fueron tratadas de acuerdo al algoritmo
propuesto por el Andlisis de Flujos Metabdlicos (AFM)
(2), a fin de cumplir con las condiciones de
observabilidad del sistema de acuerdo a las siguientes
ecuaciones:
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donde g es un vector que contiene las velocidades

volumétricas de produccion/consumo de compuestos (en
gL'h™), T es la matriz estequiométrica total traspuesta
con dimensiones (N+M+L)xJ, X es la concentracion de
biomasa celular (en g-L'l) y r es el vector de velocidades
de reaccion desconocidas (h). La evaluacién
termodindmica permitira establecer la factibilidad de cada
reaccion dentro del modelo planteado, mediante la
estimacion de la energia libre de Gibbs para cada
reaccion (3):
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Donde %G es la energia libre de Gibbs de formacion
estandar, R es la constante de los gases, T la
temperatura absoluta, m el nimero de compuestos i
involucrados en la reaccién, x la actividad de cada
compuesto y n el coeficiente estequiométrico.
Resultados. Una vez analizado el metabolismo global de
E. coli, se logré6 construir un mapa metabdlico
simplificado. El sistema cuenta con 60 reacciones en la
que intervienen 70 metabolitos. ElI conjunto de
ecuaciones hioquimicas fue agrupado en un sistema de
ecuaciones lineales y escrito de forma matricial. La
identificacion del numero de compuestos en estado
pseudoestable fue determinante para lograr la
observabilidad del sistema mediante el célculo del
numero de grados de libertad, de acuerdo a la siguiente
ecuacion:
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El valor de F=4 indica el nUmero de compuestos cuyas
velocidades deben ser medidas para obtener una
distribucion de flujos metabdlicos valida. Se propuso a
biomasa (X), acetato, glucosa y GFP como compuestos
medidos, siendo esta una restriccion mas del modelo.

Para establecer la observabilidad del sistema se
calcularon las T,y T7™
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Conclusiones. A partir del analisis realizado sobre el
conjunto de reacciones bioquimicas dentro del
metabolismo global de E. coli, se obtuvo un modelo
metabdlico simplificado observable, considerando 4
grados de libertad. Con los resultados obtenidos, se
plantea entonces la evaluacion del vector g y la obtencion
de los valores de las velocidades de reaccion r, a partir
de resultados experimentales de cultivos bajo diferentes
concentraciones de dCO, Se continua en la estimacion
de 2-%' siendo el calculo de las actividades la principal
limitante, y asi establecer la distribucién de flujos.
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