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1.-INTRODUCCION

Los lipidos microbianos han adquirido relevancia en los ultimos afios por su creciente empleo en la
produccion de biodiesel [1, 2]. Este biocombustible constituye una alternativa a la utilizacion de
combustibles fésiles y, de este modo, contribuye a la reduccion del impacto ambiental. Estos “biolipidos”
son obtenidos mediante procesos biotecnolédgicos, empleando microrganismos oleaginosos capaces de
acumular mas del 20% de su peso seco en lipidos, principalmente en forma de triglicéridos (TAG) [1].
Rhodosporidium toruloides es una de las especies de levaduras oleaginosas mas empleadas debido a
su versatilidad nutricional, su elevado rendimiento lipidico y la calidad del perfil de acidos grasos
obtenido [3, 4]. No obstante, uno de los factores limitantes para la utilizacién de estos procesos en gran
escala, es el costo de produccion [5]. Es por ello, que resulta indispensable |la optimizacién del proceso
incluyendo la composicién del medio de cultivo y la estrategia de cultivo empleada. Tipicamente, se
utiliza una estrategia de produccion de TAG en dos etapas. La primera, esta dirigida a la produccién de
elevadas concentraciones de biomasa, generalmente mediante cultivos sumergidos bajo limitacién por
carbono. En la segunda etapa, por otro lado, se induce la formacion de lipidos mediante la limitacion de
un nutriente esencial para el crecimiento, con la consiguiente asimilacién del carbono remanente en el
medio de cultivo mediante la acumulacion de TAG [6]. Con este modo de operacion se han reportado
procesos con limitacion en nitrégeno [7], fosfato [8], azufre [9], etc. con diferentes relaciones molares
entre carbono y el nutriente limitante (C/N, C/P y C/S, respectivamente).

La ingenieria metabdlica es una disciplina muy util a la hora de optimizar procesos biolégicos. Dentro de
esta disciplina, el Analisis de Balance de Flujos Metabdlicos (FBA) es una herramienta muy eficaz para
predecir, via simulacion, el comportamiento microbiano frente a diferentes perturbaciones externas [10].
A su vez, mediante el desarrollo de mapas metabdlicos adecuados, permite la optimizacion del proceso
in silico para luego llevar a cabo la correspondiente validacion in vitro.

Recientemente, Bommareddy et al. [12] reportaron un modelo metabdlico de R. foruloides para la
produccion de TAG en cultivo sumergido. En dicho trabajo, emplearon Modos Elementales (EM) [13]
como herramienta para el calculo de los rendimientos maximos de TAG con diferentes fuentes de
carbono, en sistema de cultivo por lotes (batch).

En el presente trabajo, se emplea el modelo metabdlico de R. toruloides descrito por Bommareddy et al.
para la optimizacién de la produccion de TAG mediante FBA, y se contrasta con los rendimientos
maximos obtenidos en el citado trabajo. Adicionalmente, se proponen mejoras al citado modelo, con el
objetivo de simular mas fehacientemente el comportamiento microbiano y alcanzar rendimientos
acordes a los resultados experimentales.

2.-MODELO Y METODO DE ANALISIS
A continuacion se describen brevemente algunos aspectos importantes del modelo bajo estudio y los
métodos utilizados en el analisis.

2.1.- Modelo metabdlico de R. toruloides para la produccion de lipidos.

En la Fig. 1 se presenta el modelo metabdlico de una cepa de R. toruloides [12]. Se trata de un modelo
aerdbico, con 85 reacciones y 69 metabolitos, con los que se describe las principales rutas metabdlicas
del microorganismo: glucdlisis, ruta de pentosas fosfato, ciclo de Krebs y ciclo del glioxilato. En dicho
modelo se representan dos compartimentos intracelulares: el citosol [c] y la mitocondria [m], por lo que
se tienen reacciones de intercambio entre los mismos. Los metabolitos se dividen en dos grupos: los
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metabolitos extracelulares o de intercambio con el medio y los metabolitos intracelulares o
intermediarios metabdlicos. Dentro de los metabolitos extracelulares se encuentran las fuentes de
carbono (glucosa, glicerol, xilosa y arabinosa), fuente de nitrégeno (NHj), O, CO, y (SO.)2
La produccién de TAG se representa con las siguientes reacciones:

8 AcCoA [c] + 7 ATP + 14 NADPH [c] » C16_PAL [c] + 7 ADP + 14 NADP [c] (1)
GLY3P [c] + 3 C16_PAL [c] » TAG [c] (2)

Noétese a partir de la ecuaciéon (2) que una molécula de TAG se produce a partir de tres moléculas de
acido palmitico (C16_PAL, acido graso tomado como referencia) y una molécula de glicerol 3-fosfato
(GLYC3P). La produccion de C16_PAL (1) requiere elevadas cantidades de NADPH, y tiene un
consumo energético alto. Por su parte, el GLYC3P puede provenir de la asimilacion directa de glicerol o
bien producirse a partir de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) mediante la deshidrogenasa
correspondiente (GPD1).

Por otro lado, el modelo incluye una férmula de biomasa obtenida por combinacion de precursores
metabdlicos necesarios para la duplicacion celular. En el modelo original, ésta es obtenida a partir de
datos bibliograficos para Saccharomyces cerevisiae [14]:

10 OAA [c] + 6 3_PG [c] + 3.2 R5P [c] + 254 ATP + 90 NADPH [c] + 22 NADPH [m] + 16 NAD [c] + (3)
6 NAD [m] 4 24 AcCoA [c] + 3 AcCoA [m] + 18 PYR [c] + 11 AKG [m] + 3.2 E4P [c] + 6.2 PEP [c] +

1.53 H2S [c] + 4.5 F6P [c] + 25 G6P [c] + GLYC3P [c] =

biomasa [c] + 22 NADP [m] + 90 NADP [c] + 16 NADH [c] + 6 NADH [m] + 254 ADP

Al igual que en otros modelos metabdlicos la energia necesaria para el mantenimiento no asociado al

crecimiento (NGAM) se incorpora al modelo mediante la siguiente reaccion (ATPM):
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Figura 1. Modelo metabdlico de Rhodosporidium toruloides [12]

tiempo) requerido en diferentes
procesos no asociados al crecimiento
[10].

2.2.- Analisis de balance de flujos
metabdlicos (FBA).

A partir de un balance de masas puede
encontrarse un conjunto de ecuaciones
diferenciales @ que  describen la
evolucién temporal de los metabolitos
intracelulares:

de (5)
I =Sv— uc

donde c=(¢c; ¢ = Cm) es el
vector con las concentraciones de los
m metabolitos, v=(v; v, - Un )T
es el vector de n flujos intracelulares, S
es la matriz estequiométrica (de
dimensién mxn) y u la tasa especifica
de produccion de biomasa [13].

Dado que la dinamica intracelular
es mucho mas rapida que la
extracelular, puede suponerse que la
concentracion de metabolitos
intracelulares se encuentra en estado
estacionario. En esa condicion, y a
partir de (5), se obtiene que el vector
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de flujos debe cumplir la expresién Sv — uc = 0. Ademas, el término —uc puede ser despreciado con
respecto a Sv, ya que su valor es mucho menor que los flujos metabdlicos que afectan dicho metabolito.
Luego, el valor de flujos en estado estacionario se obtiene de la ecuacion general:

Sv=0 (6)

En los modelos metabdlicos tipicamente se tiene mas cantidad de reacciones que de metabolitos (n >
m), lo que implica que el sistema es indeterminado y existen entonces n — m grados de libertad para
definir la soluciéon de (6). No obstante, el comportamiento celular es limitado por naturaleza, con lo cual
es factible la reduccion del conjunto de soluciones mediante la adicion de restricciones que definan el
espacio de soluciones factibles desde un punto de vista biolégico. Algunos ejemplos de restricciones
son las restricciones termodinamicas (determinan la irreversibilidad de algunas reacciones), y la
capacidad maxima de las enzimas y de los transportadores (fijan el flujo maximo de las reacciones).

El analisis de balance de flujos es una técnica predictiva basada en restricciones en la que se considera
que el comportamiento microbiano es 6ptimo para una dada funcion objetivo y, por ende, la distribucién
6ptima de flujos se calcula siguiendo una rutina de optimizacién [13]. En términos matematicos, se
requiere resolver el siguiente problema de optimizacion lineal:

max. Z =wv,
sujetoa Sv =0, (7)
Vmin sSv< Umax

donde w es el vector de coeficientes que define a la funcidn objetivo (Z) como una combinacién lineal de
los v;. Los vectores vy, ¥ Vmax CONtienen las cotas minimas y maximas para cada una de las reacciones.
Esto permite incorporar informacion de las restricciones conocidas en los flujos (por €j. limitaciones en
los flujos de entrada, de salida y de intercambio) y también indicar las reacciones que son irreversibles.
La funcion objetivo utilizada en la definicion del problema (7) puede ser una reaccién o una combinacion
lineal de reacciones del modelo. En particular, la funcién objetivo mas utilizada es la denominada
ecuacién de biomasa, ya que permite hacer predicciones consistentes con los datos experimentales
[13]. Otras funciones objetivo que se pueden emplear para evaluar las capacidades de la red metabdlica
son: produccién de ATP, la tasa de consumo de un determinado nutriente y la produccién del metabolito
de interés, entre otros [10]. También es posible realizar el célculo de rendimientos, definidos como el
cociente entre dos flujos de interés, para las condiciones impuestas por el usuario.

A diferencia del analisis predictivo obtenido por FBA, el analisis por modos elementales (EM) determina
la potencialidad o capacidad del microorganismo, dicho de otro modo, todos los fenotipos que pueden
ser expresados. Cada EM representa la ruta mas simple, estequiométricamente y termodinamicamente
posible, para la conversiéon de sustratos en productos [13].

2.3.- Metodologia.

Las simulaciones fueron realizadas empleando el toolbox COBRA para Matlab [15]. EI modelo
metabdlico de R. ftoruloides presentado en [12] fue cargado en el formato de datos adecuado
con ayuda de la aplicacion rBioNet [16]. Las soluciones de ecuacion (7) fueron obtenidas con el solver
glpk [17]. La matriz de modos elementales, utilizada para calcular los rendimientos 6ptimos reportados
en [12], fue obtenida utilizando METATOOL 5.0 [18].

2.4.- Mejoras propuestas.

Para lograr predecir el comportamiento del microorganismo in vivo, algunas mejoran se han propuesto
al modelo original [12]. En principio, no contempla la incorporacion de nitrégeno, ya que la férmula de
biomasa solamente incluye la asimilacion de C. Debido a ello, con el modelo actual sélo es posible
calcular el rendimiento maximo de TAG, que es aquel en el cual no hay formacién de biomasa, y
viceversa. Por ende, no es posible un sistema donde coexistan biomasa y el producto de interés.
Debido a ello, se contempla una disparidad entre los resultados predichos in silico de los valores
experimentales reportados en dicho paper [12].

Para la incorporacion de la asimilacién de nitrégeno en el presente modelo, se incluyeron los
aminodacidos glutamato (GLUT) y glutamina (GLUM) como precursores metabdlicos en la férmula de la
biomasa. Para ello, se tomd como referencia la composicién de aminoacidos en S. cerevisiae del trabajo
[19] de donde se basaron para estimar el resto de los precursores presentes en la ecuacién de biomasa
utilizada por Bomareddy et al. Para estimar el flujo de ingreso de nitrégeno, se empleara una relacion
C/N (molar) reportada como optima para la produccién de lipidos [20].
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Por otro lado, debido a que el modelo no fija un valor minimo de mantenimiento no asociado al
crecimiento, se sobreestima la produccion de TAG. Para estimar el valor minimo de ATPM para un
determinado sustrato, se calcula el requerimiento de ATP para el mantenimiento no asociado al
crecimiento (NGAM). Este puede determinarse a partir del coeficiente de mantenimiento celular, de la
siguiente forma:

NGAM = mg * Yarp/s (8)

donde yarrss €S el rendimiento maximo tedrico de ATP y puede calcularse maximizando la reaccién
ATPM mediante FBA, para una tasa de ingreso de glucosa de -1 mmol/g h [10]. Por otro lado, para la
estimacion del mantenimiento celular (m;), se emplearon los datos experimentales de Shen et al. [11].

3.-RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.- Estimacién de rendimientos maximos.

A partir del mapa metabdlico de R. toruloides, Bommareddy et al. [12] calcularon los rendimientos
maximos de TAG en diferentes fuentes de carbono (glucosa, glicerol, xilosa y arabinosa), mediante la
relacion entre los flujos (expresados como velocidades especificas) de TAG y sustrato (9), obtenidos
por EM.

drac
VraG)s = — (9)

En el presente trabajo, se empled el modelo original para calcular los flujos por FBA y poder comparar
los rendimientos calculados, con los obtenidos en el trabajo anteriormente citado. Para llevar a cabo el
calculo de los flujos 6ptimos se utilizd como funcién objetivo la produccion de TAG (2) y se maximizo
dicha funcion. Bajo estas circunstancias, la produccion de biomasa es nula, lo cual es acorde a la
definicion de rendimiento maximo. De manera analoga, se procedi¢ a determinar el rendimiento maximo
en biomasa, reemplazando la funcién objetivo por la reaccion de crecimiento microbiano. En este caso,
al maximizar la produccion de biomasa, la produccion de TAG resulté nula. Los resultados obtenidos, y
los reportados previamente [12], se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Rendimiento maximo de TAG y biomasa respecto a diferentes FC.
Y tacis (Cmolrag/Cmols) Y ws (Cmol,/Cmols)

Fuente de carbono

EM[12] FBA EM[12] FBA®
Glucosa 0,58 0,578 0,67 0,669
Glicerol 0,63 0,628 0,73 0,727
Xilosa 0,55 0,552 0,66 0,647
Arabinosa 0,53 0,526 0,63 0,616

* peso por Cmol calculado a partir de la composicion elemental de R. toruloides [2,21,22].

Se logré6 una muy buena correlacion entre los datos reportados por Bommareddy et al[12] y los
obtenidos por FBA. La similitud entre estos resultados demuestra que FBA es una herramienta util para
determinar la potencialidad maxima del microorganismo, tanto para su crecimiento como para la
produccion de TAG. El conocimiento de esta potencialidad nos brinda la cota superior real de la
cantidad de producto y biomasa que podemos obtener. Estos rendimientos son significativamente
menores a los rendimientos maximos teoricos calculados a partir de los grados de reduccion de los
sustratos respecto a los productos que deseamos obtener y, es por ello que su calculo resulta valioso.

3.2.- Prediccion del rendimiento real de TAG en las condiciones de cultivo establecidas.

Si bien los calculos anteriores permiten definir la potencialidad del microorganismo para producir TAG,
dichos valores raramente pueden alcanzarse ya que el microorganismo ante todo prevalecera el
crecimiento. Solamente en condiciones donde un nutriente esencial para el crecimiento se agote, puede
acumular el carbono remanente en forma de TAG. Es por esta razén que normalmente en medios con
sustratos facilmente asimilables como la glucosa, los rendimientos en TAG obtenidos
experimentalmente suelen ser mucho menores a los rendimientos maximos predichos. En Bommareddy
et al.[12], se presentan los datos experimentales obtenidos a partir del cultivo de glucosa como Unica
fuente de carbono y energia. El rendimiento obtenido experimentalmente fue de 0,229 Cmolrac/Cmols,

~40% del valor maximo calculados por EM y FBA.
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Para lograr predecir el comportamiento in vivo del microorganismo en las condiciones de cultivo, se
agregaron dos precursores a la formula original de biomasa (GLUT y GLUM), los cuales incorporan la
asimilacion de nitrégeno, ausente en el modelo original. A partir de esta modificacion, la ecuacion de
biomasa queda representada de la siguiente manera:

4.9 GLUT + 2.45 GLUM + 10 OAA [c] + 6 3_PG [c] + 3.2 R5P [c] + 254 ATP + 90 NADPH [c] + (10)
22 NADPH [m] + 16 NAD [c] + 6 NAD [m] + 24 AcCoA [c] + 3 AcCoA [m] + 18 PYR [c] +

11 AKG [m] + 3.2 E4P [c] + 6.2 PEP [c] + 1.53 H2S [c] + 4.5 F6P [c] + 25 G6P [c] + GLYC3P [c] =
biomasa [c] + 22 NADP [m] + 90 NADP [c] + 16 NADH [c] + 6 NADH [m] + 254 ADP

Ambos precursores derivan del NH; incorporado a la célula y se producen a partir de las enzimas
glutamina sintetasa (GLN1) y glutamato sintetasa (GLT1), de la siguiente manera:

ATP + NH3 [c] + GLUT [c] » GLUM [c] + ADP (11)
AKG [c] + GLUM [c] + NADH [c] » 2 GLUT [c] + NAD [c] (12)

Adicionalmente, la energia consumida para mantenimiento no asociado al crecimiento (NGAM) se
calcul6 a partir de la ecuacion (8). Por un lado, el rendimiento maximo de ATP en glucosa (yatpis) S€
determiné por FBA, resultando en un valor de 18,4 mmolarp/mmols. En cuanto al mantenimiento celular
(ms) tiene un valor de 5.7 mg/g h, segun datos experimentales de Shen et al. [11]. De esta manera, el
NGAM resulta ser de 0.583 mmolarp/g h. Luego, este valor es incorporado en el modelo como la
restriccion inferior del flujo de ATPM.

Con estas modificaciones se simulo el cultivo de R. toruloides en un medio limitado en nitrégeno, con
una relacién C/N (moles) igual a 100. Si bien se empled como funcién objetivo la produccion de TAG,
teniendo en cuenta que el microorganismo tratara de asimilar toda la glucosa que hay en el medio y a
su vez priorizara su crecimiento, se fijaron las restricciones estequiometrias en un valor constante tanto
para la asimilacién de fuente de carbono (FC), como de nitrégeno (FN). De este modo, se optimizo
indirectamente la tasa de ingreso de glucosa (qs) asi como también la tasa de crecimiento (u). Los
resultados de las simulaciones empleando glucosa como FC, se muestran a continuacion:

Tabla 2. Contraste entre los rendimientos lipidicos obtenidos con glucosa como FC.

Y TAGIS (Cmolrac/Cmols)
Maximo EM [12] 0,58

Maximo FBA 0,578
Experimental [12] 0,229

Predicho FBA 0,232

A partir de la incorporacion de la asimilacion de nitrogeno y de un valor de ATPM en el modelo de R.
toruloides, se lograron obtener resultados muy similares a los experimentales. En este sentido, FBA no
s6lo constituye una alternativa a EM como método de estimacion de rendimientos maximos, sino que
también permite predecir el comportamiento del microorganismo en un entorno real, donde el
crecimiento y la produccién de TAG coexisten.

4.-CONCLUSIONES

La aplicaciéon de FBA para la optimizacion de la produccion de TAG logré estimar resultados similares
que la técnica de EM en lo que refiere a rendimientos maximos y también permitié analizar las
capacidades de la red metabdlica en diferentes condiciones. Estas fueron simuladas a partir de la
modificacion de las cotas en las reacciones, la incorporaciéon del metabolismo del nitrégeno y el gasto
energético por mantenimiento no asociado al crecimiento. De esta forma, FBA logr6 predecir el
comportamiento microbiano en un entorno real, transformandose en una herramienta util a la hora de
encarar un estudio metabdlico, ya que posibilitaria el ahorro de recursos econdémicos y tiempo, ambos
de gran importancia en la industria biotecnoldgica.

Futuros estudios estaran dirigidos a la validacién experimental del modelo propuesto en diversos
sistemas de cultivo y al estudio de la influencia de los componentes extracelulares en la produccién de
TAG (e.g. limitacidon por oxigeno).
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