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Introduccion. La funcién celular de un microorganismo
depende de los cambios dinamicos del metabolismo. Dichos
cambios conducen a diferentes expresiones de las funciones
celulares (sintesis de biomasa y metabolitos, asimilacion de
substratos). Una herramienta interesante para poder tener una
vision detallada del metabolismo en su conjunto y asi poder
estudiar la influencia del metabolismo energético sobre la
funcion celular es la cuantificacion de los flujos metabdlicos a
través de las vias catabdlicas y anabdlicas asociando la
fisiologia microbiana a la ingenieria genética a través de
modelos matematicos *. El principio esta basado en la
construccién de una red metabdlica del microorganismo en el
cual las reacciones méas importantes son puestas en juego a
través de una técnica de célculo de flujos metabolicos para la
obtencion de los flujos intracelulares® La validacion del
modelo constituye un punto esencial, sin embargo hoy en dia
pocos trabajos han sido llevados acabo bajo la éptica de
validar los modelos a partir de datos experimentales3, El
presente trabajo pone en marcha una estrategia experimental
basada en el estudio de la influencia de las condiciones de
cultivo sobre la respuesta del microorganismo utilizando como
modelo de estudio dos cepas haploides de S. Cerevisiae.

El objetivo del presente trabajo es obtener la distribucién de
los flujos metabdlicos de una cepa modificada genéticamente
de S. Cerevisiae para el analisis de su metabolismo a partir
de datos experimentales obtenidos en un fermentador tipo
“batch” en condiciones anaerdbicas.

Metodologia. Una cepa ordinaria de panaderia (ATCC 7754)
y una cepa mutante glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(CD101-1A: MATa, his3, leu2, ura3, ade2, trpl, metl19::URA3)
fueron caracterizadas y comparadas en el presente estudio.
Las cepas fueron cultivadas en un fermentador (B. Braund) de
4 litros bajo condiciones anaerébicas utilizando glucosa o
fructosa (100g/l) como fuente de carbono. Una técnica de
balance de masa asociada a un método de reconciliacion de
datos fue desarrollada para el calculo de los flujos metabdlicos

Resultados y discusidon. Los resultados de la parte
experimental mostraron que los rendimientos de produccion de
los metabolitos principales (CO: y etanol), no presentaron
variacion entre las dos cepas para las dos fuentes de carbono,
sin embargo los rendimientos en biomasa, glicerol y acetato,
asi como las taza de crecimiento maximo (Umay) son diferentes
parala cepa CD101-1A (Cuadro 1) , para la cual el crecimiento
es mas lento. De manera general, el crecimiento se lleva
acabo de manera mas rapida y con una concentracion mas
elevada en homasa cuando la glucosa es utilizada como
fuente de carbono.

Cuadro 1. Comparacion de los rendimientos de produccion de los
metabolitos principales (gP/gS) y taza de crecimiento pma (h™) de las

dos cepas utilizando glucosa o fructosa como fuente de
carbono.Desviacion estandar en cursiva.

Cepa ATCC 7754 Cepa CD101-1A

glucosa | fructosa glucosa fructosa
Pmax (™) 0.28 +0,02 0.23 +0,03 0.075 +0,007 | 0.092 +0,006
Yxis(gX/gs) 0.090+0,002 [ 0.075 +0002 | 0.056 +0,002 | 0.051 +0,004

YEs(gE/gS) 0.40+0,01 0.42+0,01 0.39 +0,01 0.40 +0,01
Ycows(gCco2/gs) | 0.411+0009 | 0.391+0,008 0.384+0,018 0.407+0,011
Yaiys(gGlylgs) | 0.064+0,001 [ 0.065+0,002 0.094+0,003 0.108+0,001
Yas(gA/gS) 0.001+0,001 | 0.002+0,011 0.015+0,001 0.013+0,001

Los datos obtenidos experimentalmente permitieron realizar el
célculo de los rendimientos de produccién en funcion del
substrato consumido, los cuales pudieron ser considerados
como constantes para un periodo de tiempo significativo, lo
qgue permitié utilizar dichos resultados para realizar el calculo
de los flujos metabdlicos por un método de balance de masa,
utilizando para ello una red metabdlica que consta de 117
reacciones del metabolismo de S. Cerevisiae *.

Conclusion. El calculo de flujos metabdlicos a partir de datos
obtenidos experimentalmente nos permitié situar los
fendbmenos que parecen preponderantes a cada cepa, para asi
poner en evidencia la incapacidad de la cepa CD101 de
realizar las dos primeras reacciones de la via de pentosas
fosfato lo que es compensado por un aumento en la
produccion de glicerol y acetato.

La comparacion entre las dos cepas y la modelacién
metabdlica realizada en el presente estudio demuestran que
esta técnica es una herramienta de célculo que puede ser
utilizada para predecir los flujos metabdlicos de un
microorganismo modificado genéticamente.
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