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Resumen

RESUMEN

Analisis estequiométricos muesiran que existen muchas enzimas que
compiten por el fosfoenolpiruvato (PEP) intracelular, el cual es uno de los
precursores directos en la via de los compuestos aromaticos. El principal
consumidor de PEP es el Sistema de Transporte Fosfotransferasa (PTS), el cual
utiliza PEP como donador de fosfato durante la internalizacion de la glucosa,
consumiendo una molécula de PEP por cada molécula de glucosa internalizada.
El objetivo de este estudio es determinar el efecto de la inactivacion del sistema

PTS sobre el rendimiento DAHP/Glucosa (Y ) y productividad en

DAHP/Gle
Escherichia coli. Con este propdsito, se realizé un bloqueo en el segundo paso
de la via de los aminoécidos aromaticos en cepas de E. coli para poder calcular

los Y, oo absolutos inactivando el gene aroB mediante la insercion del gene

que codifica para la resistencia a cloramfenicol (caf). La mutaciéon aroB::cat
fue transducida a las cepas PB103 (PTS") y NF9 (PTS'GIc’). Las cepas
transductantes (aroB’) fueron transformadas con plasmidos que portan los genes
que codifican para la transcetolasa (tkrA) y DAHP sintasa resistente a
retroinhibicién (aroG™). Con estas cepas se llevaron a cabo cultivos en

matraces para calcular los Y molares y productividades de DAHP. La

DAMHF/Gle

cepa PB103B (PTS’aroB") alcanzé un rendimiento de 0.43 mol DAHP/mol Glc,
el cual es igual al rendimiento méximo tedrico para una cepa PTS". La cepa
NF9B (PTSGlc'aroB’) alcanzé un rendimiento de 0.71 mol DAHP/mol Glc.
Por consiguiente, la inactivacién del PTS en la cepa NFIB tiene un impacto
relevante al incrementar el rendimiento molar en un 65% con respecto al
control {(cepa PTS"). La cepa NF9B alcanzé rendimientos que son un 82.5% del
rendimiento méximo teérico que puede alcanzar una cepa PTS™ que es de
0.86 mol DAHP/mol Gle.
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Anslogamente, la inactivacién del PTS también tiene un gran efecto
positivo al incrementar considerablemente la productividad maxima de DAHP
en un 83%. Adicionalmente, otros parimetros tales como la velocidad de
consumo de glucosa y las velocidades de produccién de DAHP fueron
calculadas para determinar los flujos internos de carbono a través de las vias
metabélicas centrales (glicdlisis y via de las pentosas) en las cepas PB103B y
NF9B. El cilculo de flujos de carbono internos reveld que el flujo de carbono a
través de glicolisis es significativamente mayor (33 %) en las cepas PTS" que en
sus contrapartes PTS". Por el contrario, el flujo de carbono a través de la via
del brazo no oxidativo de las pentosas es 64% mayor en las cepas PTS™ que en
las PTS*. Asimismo, a partir de la velocidad de produccién se calcularon los
flujos de DAHP que son dirigidos hacia la formacion de deshidroquinato
(DHQ) a través de la enzima deshidroquinato sintasa (codificada por el gene
aroB), siendo estos de 0.556 y 0.928 mmolDAHP/g peso seco-h para las cepas
PB103 y NF9, respectivamente.
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INTRODUCCION

Es conocido que plantas y microorganismos poseen la capacidad para
convertir carbohidratos simples tales como glucosa a aminoacidos aromaticos y
a metabolitos relacionados. Escherichia coli y otros microorganismos sintetizan
aromaticos a partir de la via comtin de amino4cidos aromaticos. El primer paso
que estd comprometido hacia la produccién de aromaticos en E. coli es la
biosintesis de 3-desoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato (DAHP), este paso es
irreversible. El DAHP es producido durante la reaccién de condensacion entre
el fosfoenolpiruvato (PEP) y la eritrosa-4-fosfato (E4P) catalizados por las
isozimas DAHP sintasas, codificadas por los genes aroF, areG y aroH, cuyos
productos son retroinhibidos por tirosina (Tyr), fenilalanina (Phe) y triptofano
(Trp), respectivamente. El flujo de carbono en forma de DAHP es
transformado en otros intermediarios de la via comin de aminoécidos
aroméaticos hasta generar corismato. En este punto el flujo de carbono es
dividido hacia diferentes vias para la produccién de Phe, Tyr y Trp de acuerdo
a las necesidades de la célula. En diversos estudios se han empleado las
mediciones de DAHP como indicador para poder inferir la magnitud del flujo

de carbono que es canalizado hacia la via comiin de amino4cidos aromaticos.

Existen otros compuestos que son producidos a partir de la via comiin de
compuestos aromaticos, tales como, quinonas, folato vy enteroquelina
(figura 1). Las quinonas son moléculas liposolubles que median la
transferencia de electrones entre proteinas de la cadena respiratoria. E. coli
sintetiza tres tipos quinonas: benzoquinona, ubiquinona (coenzima Q) y dos
naftoquinonas (menaquinona y dimetilmenaquinona). Por otro iado, el acido
félico sirve como donador de un carbono en una amplia variedad de reacciones

celulares y los derivados del folato particicipan en diferentes funciones
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celulares. La enteroquelina es uno de los seis sistemas transportadores de hierro

en E. coli. Estas estructuras transportadoras de hierro son conocidas como

sideréforos.

Los amino4cidos aromaticos como Phe, Tyr y Trp son producidos
industrialmente y son usados principalmente como suplementos en las dietas de
humanos y animales. De particular interés, es la produccion de fenilalanina
debido a que es una de las materias primas esenciales en la elaboracion del
edulcorante aspartame. La fenilalanina puede ser enzimdtica o quimicamente
convertida a aspartame (Oyama et al., 1987), el cual se estima que es 150 veces
més dulce que la sacarosa, y actualmente posee un amplio mercado mundial al
ser el aditivo alimenticio con las mas altas ventas (Thayer, 1991). Por otro
lado, la introduccién de genes especificos, tales como, el gene de la naftaleno
dioxigenasa o el gene de la tirosinasa (mel} a un microorganismo, resulta en la
biosintesis de indigo (Ensley et al., 1983, Murdock et al. 1993) o en la
produccién de eumelanina (della-Cioppa and Garger, 1990).

Otros compuestos que también tienen importancia industrial son algunos
de los intermediarios de la via comun de aminoé4cidos arométicos, como por
gjemplo, el 4cido para-aminobenzoico (PABA), los ésteres del 4cido para-
hidroxibenzoico (PHB), el 4cido deshidroshiquimico (DHS), el acido galico
(GA) y los derivados de GA como el propil galato. Otro derivado del DHS es el
catecol. A partir del DHS puede obtenerse el acido adipico que se utiliza para
producir nylon 6-6, entre otros (ver aplicaciones de estos compuestos en
seccién 2.4).

La produccién biosintética de compuestos aromaticos a partir de glucosa

a través de la via comiin de los aminoécidos aromaticos, tiene el potencial de
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reducir significativamente los costos de produccién de estos compuestos
quimicos en comparacién con los métodos quimicos tradicionales (Frost and
Lievense, 1994). Ademas, los compuestos aromaticos producidos por métodos
de sintesis quimica tienen la desventaja de que son generalmente obtenidos a
partir del benzeno, tolueno y xileno, provenientes a su Vez de fuentes no
renovables como el petroleo. La biosintesis de los aromaticos empleando
fuentes renovables como la D-glucosa, puede constituir una alternativa mas
eficiente a las rutas industriales comunes de sintesis de aromaticos. La
ingenieria metabolica se ha empleado para mejorar el rendimiento y
productividad de cepas sobreproductoras de estos metabolitos. El mejoramiento
puede ser alcanzado alterando el metabolismo central que suministra los
precursores y la energia para la biosintesis, y redirigiendo el flujo de carbono

hacia la via formadora de producto.

Para reducir el costo de la produccién biosintética industrial de
compuestos aromaticos y otros derivados, es necesario incrementar el flujo de
esqueletos de carbono hacia la via comun de compuestos aromaticos. La
viabilidad comercial de la produccién de compuestos arométicos empleando
microorganismos recombinantes depende del rendimiento producto/sustrato y
de la productividad. Analisis tedricos de las vias metabdlicas involucradas en la
produccién de compuestos aromaticos indican que el rendimiento de arométicos
estd considerablemente limitado por fosfoenolpiruvato (PEP), debido a que
existen muchas enzimas gue compiten por el PEP intracelular. Asimismo, el
rendimiento también puede estar limitado por la disponibilidad de eritrosa-4-
fosfato (E4P) de acuerdo con algunos estudios, en donde se ha demostrado que
la sobreexpresiéon de transcetolasa incrementa el flujo de carbono a la via
comuin de los aromaticos, al aumentar los niveles de E4P (Draths et al., 1992),

(Patnaik and Liao, 1994), (Gosset et al, 1996). El PEP es uno de los mayores
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bloques de construccién en varias vias biosintéticas y es el donador de fosfato
utilizado por el PTS durante la internalizacién de la glucosa. Para contender
con el problema de disponibilidad de PEP, se han adoptado diversos enfoques,
algunos de ellos han sido el empleo de fuentes de carbono que no utilicen PTS,
el reciclamiento de PEP por sobreexpresion de PEP sintasa (Patnaik et al.,
1995), inactivacion de piruvato cinasas, seleccion de mutantes que tienen
inactivado PTS y que son capaces de transportar glucosa por GalP, empleando
glucocinasa y ATP para fosforilar la glucosa (Flores et al. 1996), o una

combinacién de estos enfoques (Gosset et al, 1996).

En nuestro laboratorio se han construido mutantes que tienen inactivado
el PTS, y mediante un sistema de seleccion en quimiostato se han aislado
mutantes PTS’ que poseen la capacidad de transportar glucosa al interior de la
célula, donde es fosforilada. Asimismo, estas mutantes con el fenotipo PTS GIc”
fueron seleccionadas por sus altas velocidades de crecimiento. Tedricamente, la
disponibilidad de PEP intracelular en estas mutantes PTS’ Glc" debe ser mayor.
Por lo que en el presente estudio se planted esta interrogante, y se determiné el
efecto de la inactivacion del PTS sobre el rendimiento y la productividad del
primer intermediario en la biosintesis de los compuestos aromaticos (DAHP) en
Escherichia coli. Asimismo, se calcularon los flujos internos de carbono en las
vias metabolicas centrales tanto de la cepa PTS" aroB” como de la mutante PTS
Glc'aroB™ a partir de las velocidades de consumo de glucosa y de las
velocidades de produccién de DAHP. Ademis, se calculé el flujo de carbono
que es metabolizado a través de la enzima DHQ sintasa (codificada por aroB) en
las cepas PTS" y PTS".
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2. ANTECEDENTES
2.1 Ingenieria de vfas metabélicas

Las actividades enzimaticas de las células son realizadas por sistemas de
transporte de membrana selectivos y por una compleja red de aproximadamente
1000 reacciones catalizadas por enzimas que estin altamente acopladas, y
algunas sujetas a control alostérico. Sin embargo, las redes metabdlicas que han
evolucionado en forma natural no han sido genéticamente optimizadas para
objetivos importantes en aplicaciones practicas o industriales. De aqui que la
ejecucién de un bioproceso puede ser mejorado a través de la modificacion
genética de las células, aplicando métodos de DNA recombinante para

reestructurar las redes metabdlicas (Bailey, 1991).

La ingenieria de vias metabélicas emergi6 como un campo de la
investigacién cientifica apuntando al mejoramiento directo de las propiedades
celulares a través de la modificacion de reacciones bioquimicas especificas o la
introduccién de nuevas, empleando la tecnologia de DNA recombinante
(Bailey, 1991). La oportunidad de introducir genes heterélogos y elementos
regulatorios distingue la ingenieria metabdlica de los enfoques genéticos
tradicionales para mejorar una cepa. Esta capacidad hace posible la
construccién de configuraciones metabdlicas con caracteristicas nuevas y
benéficas. De esta forma, la funcién celular puede ser modificada a través de

alteraciones especificas.

La ingenieria metabodlica promete beneficios tecnblogicos, asi como
contribuciones a la ciencia basica, agricultura, industria alimenticia y al campo

de la medicina (Yarmush and Berthiaume, 1997). Con este proposito han
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emergido una base de estrategias, herramientas y experiencias que ayudaran a
identificar, implementar y refinar un conjunto particular de manipulaciones
genéticas. Por ejemplo, después de que una nueva cepa ha sido creada mediante
alguna manipulacién genética, las limitaciones que pudieran existir, en
principio, pueden ser franqueadas por una subsecuente manipulacion genética.
Asi, un ciclo iterativo de alteraciones genéticas, un andlisis de las consecuencias
y un disefio de un cambio ulterior, analogo al estructurado por ingenieria de

proteinas puede ser utilizado para crear una cepa optimizada.

Tipicamente, la ruta de reacciones que conducen a la formacién del
producto deseado pasa a través de varios nodos u horquillas, en donde los
intermediarios pueden entrar alternativamente a diferentes vias metabdlicas. En
tales bifurcaciones de flujo metabdlico se puede contribuir a dos 0 mas procesos
.para]elos. La maximizacién de la formacion de producto requiere que la ruta
deseada en cada horquilla sea una prioridad, y que el trifico en una via

alternativa sea minimizado lo mas posible sin disminuir la viabilidad celular.

La modificacion de las redes metabolicas, empleando la ingenieria de vias
metabdlicas, intenta redirigir el flujo de carbono para un fin especifico;
generalmcnfe, con el propésito de incrementar el rendimiento o la velocidad de
formacién de algin producto especifico. Para lograr este objetivo, es necesario
identificar las uniones criticas (nodos) en una red metabdlica que tengan
impacto directo en la formacién del producto final y determinar el tipo exacto
de modificacién enzimética necesaria para obtener el resultado deseado. Este
tipo de modificaciones puede ser amplificacion, inhibicién, desregulacion
enzimética o una combinacién de éstas (Erlich et al., 1991). Stephanopoulos y
Sinskey (1993) sefialaron la importancia de manipular tanto la via formadora

de producto como las vias metabdlicas centrales para generar los precursores,
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cofactores y energia de la via formadora de producto. Con este enfoque, se ha
demostrado el poder que posee la ingenieria metabdlica en Escherichia coli
para el mejoramiento en la produccién de compuestos aromadticos a partir de
glucosa (Alan Berry, 1996). Este sistema es probablemente el mejor ejemplo a
la fecha de la manipulacién del metabolismo central para redirigir el flujo de
carbono y mejorar la produccién de metabolitos. Esta manipulacién ha sido
ampliamente facilitada por la disponibilidad de herramientas de biologia
molecular para este microorganismo. Sin embargo, al ser alterado el
metabolismo, puede existir resistencia inherente al cambio en el flujo
metabélico a través de vias metabélicas particulares debido a mecanismos de
regulacion, los cuales son requeridos para asegurar el crecimiento balanceado
del organismo, a esto se le conoce como rigidez metabdlica (Stephanopoulos
and Vallino, 1991). Para sortear estos problemas, los estudios de regulacion a
nivel transcripcional y enzimético han ofrecide la posibilidad de controlar la
actividad catalitica y funcién de enzimas a nivel genético mediante mutagénesis
sitio dirigida. Asimismo, mediante esta tecnologia ha sido posible modificar
sitios activos de las enzimas con objeto de modular la actividad enzimética o
cambiar la regulacién y control de las mismas. De esta forma, se ha logrado
identificar y remover los puntos rigidos en vias que exhiben arquitecturas de
control y que resisten alteraciones en los flujos. Por otro lado, el entendimiento
de la informacién que proporcionan los flujos metabélicos y su control es un
componente integral del campo de la ingenieria metabolica. La combinacion de
métodos analiticos para cuantificar flujos y su control con técnicas de biologia
molecular para implementar las modificaciones genéticas es la esencia de la

ingenieria metabélica (Stephanopoulos, 1998).

La ingenieria metabélica emplea conceptos de ingenieria de reaccidén y

termodindmica y su enfoque estd centrado en el andlisis de redes de
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biorreacciones completas, aspectos relacionados con vias de sintesis, flujos y
control de éstos. El flujo metabélico puede ser definido como la velocidad a la
cual el material es procesado a través de una via metabélica. La determinacion
y estudio in vivo ha sido llamado andlisis de flujo metabélico y ocupa un lugar
central en la ingenieria de vias metabdlicas. El flujo es un determinante
fundamental de la fisiologia celular y un pardmetro critico de una via
metabolica. En conjunto con las concentraciones de metabolitos intracelulares,
los flujos definen la minima informacién necesaria para describir el estado
metabdlico y la fisiologia celular. Ademés, los flujos metabélicos y en
particular, los cambios de los flujos metabdlicos en respuesta a los diferentes
tipos de perturbaciones genéticas y medio ambientales, pueden ser usados en la
elucidacién sistemdtica del control metabélico en la estructura de grupos de

reacciones y en el analisis del control metabélico (Stephanopoulos, 1999).
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2.2. El mercado de aminoacidos

Los aminoacidos obtenidos de procesos fermentativos representan los
mayores productos de tecnologia biolégica tanto en volumen como en valor.
Con mayores mercados en nutricion animal, la demanda mundial de
aminoécidos se est incrementando entre 5y 10 % por afo. Con un mercado
mundial creciente, la capacidad de produccién bioldgica también se estd
incrementando (John Hodgson, 1994). La tendencia més relevante en el
mercado de aminoacidos ha sido el incremento de la presencia de compafiias
japonesas en inversién y adquisicién de corporaciones en Norteamérica y en
Europa Occidental. De particular interés, es la produccién biotecnologica de
aminoacidos aromaticos, en donde empresas japonesas (Mitsubishi y Kyowa
Hakko) han desarrollado tecnologias que incorporan procesos de DNA
recombinante para la produccién de triptofano en géneros de bacterias como
E. coli, Brevibacterium y Corynebacterium, obteniendo la aprobacién del
empleo de L-triptofano como aditivo en alimentos para humanos (John
Hodgson, 1994).

2.3. Sintesis quimica de aminodcidos arométicos

La industria quimica (excepto farmacettica) tipicamente emplea
catalizadores quimicos y materias primas derivadas del petréleo. Como una
fuente natural no renovable, el petrdleo ocasiona varios problemas medio
ambientales negativos y su empleo estd asociado a problemas geopoliticos.
Ademads, la industria quimica hace uso de materia prima, intermediarios y
reactivos que resultan téxicos. En contraste, el almidon y la celulosa son

fuentes de glucosa renovables y abundantes.
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Los quimicos han sabido las ventajas potenciales de usar simples
carbohidratos tales como D-glucosa como materia prima para la produccién
de compuestos organicos de mayor valor agregado. Por ejemplo, los
carbohidratos son relativamente baratos y son una fuente casi ilimitada de
bloques de construccién. Desgraciadamente, en la sintesis quimica, la
conversion de carbohidratos a productos tales como aminoacidos aromaticos
frecuentemente requiere de largos procesos de sintesis. Tipicamente, sélo una
_ pequeiia cantidad de producto es obtenido al final del proceso. Un enfoque
alternativo para contender con este tipo de problemas es la alteracion genética
de microorganismos para generar nuevos capaces de convertir carbohidratos
como la D-glucosa al producto deseado. La ventaja del enfoque genético es que
se crea una entidad catalitica con caracteristicas prominentes para la
manufactura de productos quimicos a nivel industrial (Frost and Draths,
1995).

2.4. Sintesis biocatalitica de compuestos aromaticos

La biosintesis de arométicos sirve como un paradigma de como los
microorganismos pueden ser manipulados para alcanzar el rendimiento,
productividad y criterios de pureza requeridos en la industria quimica. El
incremento en el flujo de carbono dirigido hacia la via comiin de aminoacidos
arométicos permite la sintesis de una gran variedad de productos quimicos. En
la figura 1 se esquematizan las vias del metabolismo central de Escherichia
coli y el flujo de esqueletos de carbono hacia la via del shiquimato o via comun
de los aminoicidos aromaticos, asi como algunos metabolitos derivados del
corismato por biosintesis normal. Asimismo, se muestran 0tros compuestos que

son producidos en E. coli por enzimas heterélogas o compuestos como el
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aspartame que es producido a partir de fenilalanina por procesos quimicos o
bioquimicos acoplados a procesos de fermentacién. Los aminoacidos
aroméaticos, tales como, la fenilalanina y triptofano figuran prominentemente
entre los productos quimicos que estan siendo producidos por microorganismos
a partir de glucosa. La fenilalanina puede ser enzimitica o quimicamente
convertida a aspartame {(Oyama et al., 1987), el cual tiene las mas altas ventas

en volumen de todos los aditivos alimenticios (Thayer, 1991).
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Figura 1. Muestra las vias del metabolismo central de E. coli que suministran
los esqueletos de carbono hacia la biosintesis de compuestos aromaticos. La via comin
esta indicada por un recuadro punteado. Ademas, esquematiza algunos metabolitos
relevantes sintetizados por via normal, asi como otros compuestos que han sido
producidos en E. coli por la accién de enzimas heterdlogas.
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La clonacién y expresion de genes heterélogos puede servir para diversos
propdsitos utiles, incluyendo la extensién de una via existente para la obtencién
de un nuevo producto, creando arreglos de actividades enzimdticas que
sinteticen una estructura nueva, cambiando el flujo de metabolitos hacia el
producto deseado y/o acelerando la velocidad de un paso determinante (Bailey,
1991). La introduccién de una enzima heter6loga funcional o un sistema de
transporte a un microorganismo puede resultar en la generacién de nuevos
compuestos que a su vez pueden emprender reacciones subsecuentes. La
diversidad genética y metabdlica que existe en la naturaleza provee una
coleccién de organismos con un amplio espectro de asimilacidn de sustratos y
de capacidad de sintesis de productos. En lo que concieme al area de
produccién de compuestos arométicos, Ensley et al., (1983) y Murdock et al.
(1993) introdujeron el grupo genes nahA que codifican para la enzima
naftaleno dioxigenasa en un microorganismo productor de triptofano que
ademas expresa triptofanasa, dando como resultado la biosintesis de indigo. El
indigo es uno de los compuestos mas antiguos utilizado por el hombre en el
tefiido de algodén y lana. Este compuesto es el que da la coloracién azul en el
tefiido de mezclilla y se produce en grandes volimenes a nivel mundial
{13x10° kg/afic), mis que de cualquier otro colorante. Otro ejemplo
interesante, es la introduccidn del gene de la tirosinasa (mel) de Streptomyces
antibioticus en E. coli para la produccion de melanina (della-Cioppa and
Garger, 1990), la cual es producida a partir de la tirosina. La melanina es el
pigmento (color café-negro) encontrado en animales, hongos, plantas
superiores y microorganismos, y es de especial interés debido a la capacidad
que posee para absorver la luz UV, por lo que es empleada como protector

solar en algunas lociones bronceadoras.
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Algunos metabolitos intermediarios en la via comun de aminoacidos
aromaticos también pueden ser valiosos como productos quimicos. Por ejmplo,
el acido para-aminobenzoico (PABA) es biosintetizado por la conversion inicial
de corismato (CA) a 4-amino-4-desoxi-corismato (ADC)  seguido por
eliminacién de piruvato. Los genes asociados con la conversién de CA a PABA
(pabA, pabB y pabC) han sido secuenciados y clonados en £. coli (Goncharoff
and Nichols, 1984) (Green et al., 1992), (Kaplan and Nichols, 1983). El PABA
es un intermediario en la biosintesis de 4cido félico. Ademas, se utiliza en la
industria quimica como un ingrediente en lociones bronceadoras y puede ser
esterificado para generar un anestésico local conocido como benzocaina. El

PABA se sintetiza quimicamente a partir del tolueno.

El CA también puede ser convertido directamente a 4cido para-
hidroxibenzoico (PHB) en una reaccién catalizada por CA-piruvato liasa
(UbiC). Esteres de PHB son usados como preservadores de alimentos. PHB es
también un componente de polimeros liquidos cristalinos termotrépicos, tales
como el Xidar. Esta clase de polimeros ha atraido considerablemente la

atencién debido a su uso como termoplésticos de gran versatilidad.

El acido deshidroshiquimico (DHS) es otro sustrato de la via comin de
amino4cidos aromaticos que posee una potente actividad antioxidante y puede
ser convertido a productos quimicos de gran utilidad industrial. La oxidacién
de DHS produce 4cido galico (GA) que es usado en aplicaciones que van desde
el curtido de pieles, hasta elaboracién de tintas y colorantes. Derivados de GA
incluyen e! propil galato un importante antioxidante para alimentos y el
pirogalol, un producto de descarboxilacion quimica enzimdtica de GA.
Pirogalo! es uno de los agentes reductores aromaticos mas fuertes y es

empleado en el desarrollo de soluciones fotograficas. Ademas, es un bloque de
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construccién en la manufactura de bendiocarb, un insecticida ampliamente

usado.

El empleo de catalizadores heterologos expande més alla el mimero de
moléculas que pueden ser sintetizadas a partir de glucosa. La produccién de
hidroquinona y benzoquinona sirve como un ejemplo (Shearon et al, 1952). La
reduccién selectiva de 1a hidroquinona de los iones de plata fotoactivados es la
base de este uso ampliamente conocido en la fotografia. Benzoquinona es un

importante precursor quimico en la fabricacién de varios compuestos.

El catecol comtinmente es sintetizado quimicamente a partir de fenol. Sin
embargo, también puede ser biosintetizado a partir de glucosa a través de la via
comiin de aminoacidos aromaticos, a partir de DHS (Draths and Frost, 1995).
El catecol es usado para hacer vanillina. Este es el compuesto responsable del
sabor asociado a los extractos de vainilla y es el segundo en términos de ventas

volumétricas como aditivo de alimentos, después del aspartame (Thayer, 1991).

Un producto que tiene una alta demanda es el 4cido adipico, se producen
1.9 X 10° kg cada afio para producir nylon 6-6, un polimero producido por la
condensacién del acido adipico. Casi todo el 4cido adipico es producido por
sintesis quimica a partir del benzeno. Bioquimicamente, el éacido adipico
también puede ser sintetizado a partir de glucosa a través de la via comuin de

aminoécidos aromaticos, a partir de DHS (Draths and Frost, 1994).
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2.5. Anailisis de vias metabdlicas

Para la produccion de metabolitos, las vias terminales son frecuentemente
los primeros blancos de 1a ingenieria metabolica. Sin embargo, después de que
todos los cuellos de botella en las vias terminales han sido removidos, el
metabolismo central comienza a ser la via limitante que controla el flujo de
carbono que va hacia las vias terminales. El metabolismo central suministra
mondmeros, energia y poder reductor para la biosintesis de proteinas, acidos
nucléicos y otros componentes celulares. Las velocidades metabolicas y la
distribucién del flujo en esas vias estdn bien controladas, y los intentos para
alterar estas vias probablemente encuentren resistencia debido a la existencia de
muchos mecanismos regulatorios en la célula. Stephanopoulos y Sinskey (1993)
remarcaron la importancia de manipular tanto la via formadora de producto
como las vias metabdlicas centrales para generar los precursores, cofactores y
energia. Con este enfoque, la ingenieria metabdlica se ha empleado para
mejorar el rendimiento y la productividad de cepas sobreproductoras de
diversos metabolitos.

El anilisis tedrico de las vias centrales involucradas en la produccién de
de algunos metabolitos de interés es trascendental para la planeacién de
estrategias que incrementen el rendimiento. Es necesario identificar los puntos
o nodos clave en una red metabolica que tengan impacto directo sobre el
rendimiento. F] analisis teérico de las vias centrales relacionadas a la
produccién de arométicos en E. coli sugiere que el rendimiento de aromaéticos
podria estar limitado por el PEP y/o la E4P (precursores directos), ya que
existen varias reacciones que consumen el PEP y que podrian afectar
considerablemente el rendimiento de aromaticos, como se discutira en las

siguientes secciones. Por otro lado, la E4P puede llegar a ser limitante al
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incrementarse la actividad de DAHP sintasa por sobreexpresion de los genes

aroF, aroG 6 aroH.
2.5.1. El nodo fosfoenolpiruvato (PEP)

La glucosa puede proveer todos los esqueletos de carbono que necesita la
célula para sintetizar los precursores metabolicos, los cuales son formados a
través diferentes vias metabdlicas tales como: glicolisis, pentosas y el ciclo del
acido tricarboxilico. El nodo del fosfoenolpiruvato (PEP) representa un cruce
estratégico en donde el carbono es distribuido hacia varias vias metabdlicas
para la biosintesis de muchos compuestos importantes en todas las c€lulas vivas.
Este nodo de distribucién es especialmente importante para la produccién
industrial de varios metabolitos, ya que ¢l PEP es un intermediario clave para
la biosintesis de varias biomoléculas relevantes como puede observarse en la

figura 1.

En la figura 2 se muestran las reacciones relevantes que compiten por el
PEP intracelular en E. coli. El principal consumidor de PEP es el Sistema de
Transporte Fosfotransferasa (PTS) y asimismo es el mayor productor de
piruvato (PIR). Holms (1986) calculé los flujos de carbono de las vias centrales
que se dirigen a biosintesis en E. coli ML308, en cultivos continuamente
alimentados creciendo aerébicamente en glucosa. Al inicio de los cultivos
(modo lote) la maxima velocidad de crecimiento fue de n=0.94 h’'. Asimismo,
en este trabajo se calculan los flujos de carbono que son dirigidos hacia la
biosintesis de aminoacidos aromaticos. De los resultados de este trabajo, se
observa que el flujo de cabono metabolizado a PEP, a través de la enolasa, es
un 76% del flujo de entrada. De todo e! PEP producido (100%) el 66% es

consumido por el PTS para el transporte y fosforilacion de la glucosa. Las
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isozimas piruvato cinasas (Pyk) y la PEP carboxilasa (Ppc) consumen el 14.5%
y el 16.2% del PEP, respectivamente. Solamente el 3.3% de PEP es dirigido

hacia biosintesis de compuestos aromaticos.

Piruvato
Glucosa ‘
Glucosa 6-P |3 Via de las
pentosas
PTS
0,
66% 100%
3.3%
— Compuestos
Aromaticos

16.2% / \14.5%

Oxalacetato Piruvato
via Ppc via PK

Figura 2. Nodo de distribucién del fosfoenolpiruvato (PEP) en Escherichia cofi,
mostrando los porcentajes de los flujos en las reacciones que compiten por el PEP.

La distribucién de los flujos depende principalmente de la fuente de
carbono empleada y de la velocidad de crecimiento. Existen enzimas que
funcionan solo cuando se emplean sustratos particulares o bajo ciertas
condiciones (PEP sintasa). Las variaciones del flujo través de algunas enzimas
como las piruvato cinasas y PEP carboxilasa presumiblemente dependen de

mecanismos de control.

Como puede observarse en la figura 2 existe upa gran competencia por
el PEP intracelular entre las diversas reacciones que lo consumen. Bajo estas
condiciones, al intentar forzar el flujo de PEP hacia la via comun de
aminoacidos aromaticos, la disponibilidad del PEP podria llegar a ser limitante.

Por esta razon, en numerosos estudios se ha puesto gran énfasis para
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incrementar la disponibilidad de PEP aplicando diversos enfoques que se

discutirdn en la seccion 2.6.
2.5.2. El Sistema de Transporte Fosfotransferasa (PTS)

Las bacterias pueden utilizar una amplia variedad de fuentes de carbono y
su transporte a través de la membrana citoplasmatica es catalizada por una
variedad de sistemas de transporte especificos. El sistema de transporte
fosfotransferasa (PTS) est4 involucrado en el transporte y fosforilacién de un
gran numero de carbohidratos (carbohidratos PTS), en transduccidn de sefiales
durante la quimotaxis y en la regulacién de un numero de vias metabdlicas
relacionadas a la asimilacién de aztcares.

El PTS cataliza el signiente proceso global:

PTS
PEP (in)+ carbohidrato (ext)— piruvato (in) + carbohidrato~P (in})

La fosforilaciéon del carbohidrato estd acoplada a la translocacién del
carbohidrato a través de la membrana citoplasmatica, la energia para este
proceso es suministrada por el intermediario glicolitico PEP.
Estequiométricamente se necesita una molécula de PEP por cada molécula de

carbohidrato internalizada y fosforilada.

En la figura 3 se muestra la organizacién del PTS (Postma et al. 1987).
El y HPr son las proteinas generales para todas los PTSs. Las Ells son
proteinas de uni6n a membrana y son especificas para carbohidratos. De todas
las Ells sélo tres son mostradas en la figura 3, las especificas para manitol
(Mtl), Glucosa (Glc) y manosa (Man). Cada una contiene dos dominios
hidrofilicos IIA (EIII o III, en la nomenclatura antigua) conteniendo el primer

sitio de fosforilacion (P-His) y IIB el segundo sitio de fosforilacién (ya sea un
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residuo P-Cys o P-His). El dominio hidrofébico de unién a membrana IIC
puede estar dividido en dos dominios (IIC y IID). II™, 1I° y II**" son
especificas para manitol, glucosa y manosa, respectivamente. P~ indica las
formas fosforiladas de varias proteinas. El grupo fosfato es transferido del PEP
al carbohidrato que es internalizado a través de las proteinas intermediarias EI,
HPr, EIIA y EIIB. La figura 3 ilustra esquemdticamente las reacciones de
fosfotransferencia del PTS, asi como su naturaleza con respecto al transporte y

fosforilacién.

Manitol-1-P

Manitol

PEP El P-HPr
.
Glucosa
HGlc
Piruvato P-EI HPr
Manosa-6-P
> P
Manosa
II Man
Citoplasma Periplasma

Figura 3. Organizacién y reacciones de fosfotransferencia del PTS en
Escherichia coli para los carbohidratos: manitol, glucosa y manosa.
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Por otro lado, los genes que codifican para las proteinas del PTS se
encuentran agrupados en diferentes operones o regulones. Los genes
estructurales ptsH y pisI codifican para las proteinas generales del! PTS, HPr y
El, respectivamente, y estdn agrupados en un operdn pfs junto con el gene crr.
El operén pts es expresado en forma constitutiva. Mutantes deficientes en EI
y/o HPr son incapaces de utilizar carbohidratos PTS como tnica fuente de
carbono para crecer. Ademds, tales mutantes ptsHI son incapaces de crecer en
un nimero de fuentes de carbohidratos no PTS (Postma et al. 1987).

En nuestro laboratorio se han construido cepas mutantes de E. cofi que
tienen inactivado el PTS, mediante la delecion de los genes ptsH, pislycrr. A
través un sistema de seleccion en quimiostato, se lograron seleccionar cepas
derivadas de estas mutantes que ahora poseen la capacidad de asimilar glucosa y
de crecer tan rapidamente como una cepa silvestre. En la figura 4 se ilustran y
comparan los mecanismos de transporte de glucosa entre una cepa silvestre de
E. coli (fignra 4A) y una PTS Glc’ (figura 4B). Estas mutantes Hamadas
PTS Glc' emplean la permeasa de galactosa (GalP) para internalizar la glucosa
y glucocinasa y ATP para fosforilarla (Flores et al. 1996).

A Glucosa B Glucosa +H'
GalP

Y, 63 b A ik A

% E

Glucosa + H'

ATP
D Glucocinasa
ADP V

PEP GoP

Figura 4. Comparacién entre los sistemas de transporte de glucosa en cepas
PTS' (p g | A} y PTS Glc'(panel B)
anel A}y c'(panel B).
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2.6. Enfoques tradicionales para incrementar la biosintesis de

aromaiticos :
2.6.1. Regulacién alterada de enzimas clave

Poco se conoce sobre lo que controla la velocidad global del catabolismo
de sustratos de carbono y la distribucién del flujo metabélico debido a la
compleja naturaleza de las redes metabdlicas, la cual consiste de una multitud de
vias interconectadas a través de metabolites comunes y cofactores que
interactfian a nivel de regulacion genética y enzimatica. En numerosos estudios
experimentales se ha intentado incrementar los flujos en ciertas vias metabolicas
basandose en la sobreexpresién de enzimas claves del microorganismo que
pueden influenciar fuertemente el flujo de carbono a través de una via
particular (Emmerling et al, 1999). Sin embargo, muchos circuitos
regulatorios en la célula pueden resistir alteraciones en vias criticas
(Stephanoupoulos and Vallino, 1991). Esta resistencia a manipulaciones
moleculares es explicada por la distribucién del control del flujo a través del
sistema. En muchas vias, pasos clave estin fuertemente regulados por
interconexiones alostéricas, tales como, cambios en niveles de enzima
acompafados por cambios compensatorios en actividad enzimdtica. Asi, un
enfoque obvio para incrementar los flujos a través de una via es alterar las
propiedades alostéricas de enzimas criticas o sobreexpresar enzimas alternativas
que no estén sujetas a control. Estas enzimas desreguladas pueden ser generadas
por mutacién y seleccion para remover las caracteristicas de control y

mantener las actividades cataliticas.

Todo el flujo de carbono dirigido hacia la biosintesis de aminoacidos
aromaticos y metabolitos secundarios relacionados debe pasar inicialmente a

través de siete enzimas de la via comin de aminoacidos aromaticos (figura 35).
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Después de la sintesis del corismato, ¢l flujo de carbono e¢s dirigido hacia siete
- vias terminales, que resultan en la biosintesis de fenilalanina, tirosina,
triptofano, folato, enteroquelina, ubiquinona y menaquinona. En la figura 5

s6lo son mostradas las tres vias terminales de los aminoacidos aromaticos.
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Figura 5. Muestra el metabolismo central, via comun (recuadro punteado) y
vias terminales de aminoécidos aromaticos de E. coli. Las lineas punteadas sefialan los
puntos de control en la biosintesis de aminoacidos arométicos en donde actian Tip,
Phe y Tyr retroinhibiendo su propia sintesis.
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La velocidad de biosintesis de los aminoacidos aromaticos es controlada
por modulacién de la actividad catalitica de la primera enzima de la via comun
y la primera enzima en cada ramificacién de las vias terminales. El control de
las actividades cataliticas de las tres isozimas diferentes de DAHP estd dictado

por regulacién transcripcional y retroinhibicion.

2.6.2. DAHP sintasa

Diferentes estrategias, individuales o en combinacién, nos permiten
incrementar el porcentaje de glucosa que es comprometida hacia la biosintesis
de aminoécidos aromaticos. La manipulacion de la actividad catalitica in vivo
de la isozima sensible a tirosina (aroF) de la DAHP sintasa sirve como un
ejemplo. Una opcidn es introducir una mutacidn en el locus que codifica €l
aporrepresor (TyR) para la transcripcion de aroF. De esta forma, la
transcripcion de aroF es desreprimida y el nimero de moléculas de AroF se
incrementa (Pittard, 1987). La amplificacion de la expresién de una sintasa de
DAHP sensible a tirosina puede ser incrementada aumentando el nimero de
copias de aroF, usualmente de forma extracromosomal, clonando areF en un
plasmido de alto ndmero de copias. Incrementando el numero de genes aroF
mas alla del nimero de moléculas de represor activado por tirosina TyrR se
supera la regulacién transcripcional de aroF. Este enfoque puede expandir el
ntimero de moléculas de AroF mas alla del logrado por la mutacién en el locus

del yyrR.
La expresién amplificada de DAHP sintasa no necesariamente significa

que esta actividad in vivo también haya sido incrementada, debido al

prominente papel regulatorio que juega la retroinhibicion (Takashi et al,
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1982). Varios alelos que codifican para DAHP sintasas resistentes a
retroinhibicién han sido obtenidos por mutacion de los loci de aroF (Weaver,
1990), aroG (Draths et al., 1992) y aroH (Ray et al., 1988). No se requieren
mutaciones extensivas para hacer que la DAHP sintasa sea resistente a
retroinhibicién. Por ejemplo, un simple cambio de un aminoicido puede
cambiar la actividad catalitica de AroF volviéndola insensible a la
concentracidn de tirosina (Weaver, 1990). DAHP sintasas resistentes a
retroinhibicién incrementan la actividad catalitica in vive de cada molécula de
DAHP sintasa.

En el presente estudio se empled una DAHP sintasa insensible a

retroinhibicién por fenilalanina (efector alostérico normal) codificada por el
gene aroG™ (Mascarenhas et al., 1991), el cual se encuentra bajo el promotor

lac para regular su expresion (Pb,cws-aroGﬂ”). Este cassette fue clonado en el
vehiculo pRW300 (construido con el vector pBR322 y pACYCl184) que

contiene el gene /acl para regular la expresién de aroG™.

2.6.3. Biosintesis de aromiticos limitada por sustrato

La actividad catalitica de DAHP sintasa se incrementa hasta un punto
donde una mayor amplificacién, ain de DAHP sintasa resistente a
retroinhibicién, no incrementa la biosintesis de aromaticos debido a que la
disponibilidad de PEP podria estar limitando la actividad catalitica in vivo de la
DAHP sintasa amplificada, dado que, existen varias enzimas dependientes de
PEP mediando diferentes procesos celulares. Por ¢jemplo, el consumo de cada
molécula de glucosa por E. coli estd mediado por el PTS y requiere del gasto
de una molécula de PEP. La reaccion de PEP y ADP catalizada por las isozimas
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piruvato cinasas es esencial para la regeneracion de ATP. La reaccién de PEP
con bigxido de carbono catalizada por PEP carboxilasa determina los niveles de
oxalacetato en procariontes tales como E. coli. A su vez, la concentracion de

oxalacetato determina la velocidad global de reaccién del ciclo del 4cido citrico

Intentos para incrementar in vivo el suministro de PEP incluyen la
inactivacién de PEP carboxilasa para evitar la pérdida de PEP como un
resultado de la formacién de oxalacetato (Miller et al., 1987). Algunos
investigadores han examinado el reciclamiento de piruvato a PEP (Chao et al.,
1993) por la amplificacién de la expresién de PEP sintasa. Esta enzima
gluconeogénica cataliza la conversién de piruvato a PEP a expensas de dos de
los enlaces fosfodiester de ATP.

Otra estrategia para incrementar la disponibilidad del PEP intracelular es
el empleo de microorganismos que no requieran del gasto de PEP durante el
consumo de glucosa. Desafortunadamente, pocos microorganismos han sido
estudiados tan extensamente como E. coli del cual se cuenta con el
conocimiento en bioquimica, biologia molecular y con un extenso banco de
datos de secuencias. Otra alternativa consiste en cambiar las fuentes de carbono
de E. coli. Por ejemplo, empleando fuentes de carbono que no requieren
sistemas de transporte dependientes de PEP, tales como carbohidratos de cinco
4tomos de carbono como la xilosa o dicarboxilatos de cuatro dtomos de carbono
como el acido succinico. Sin embargo, ninguna de las fuentes de carbono
empleadas por E. coli que eviten el consumo PEP durante la internalizacion del
carbohidrato son tan econdmicas como la glucosa. La xilosa debido a su
aislamiento enzimético puede obtenerse a partir de xilanos y puede ltegar a ser
una alternativa viable como materia prima, aunque su costo seria mayor al de la

glucosa.
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Otra estrategia para evitar el consumo de PEP durante la internalizacion
de la glucosa es inactivar el sistema de transporte fosfotransferasa (PTS) en £.
coli e introducir diferentes sistemas de transporte de glucosa que no dependan
del consumo de PEP. Un ejemplo exitoso es la expresion de los genes glf y glk
de Zymomonas mobilis in E. coli ZSC113 que carece de PTS y que es capaz de
transportar glucosa. Z. mobilis utiliza difusion facilitada para transporte de
glucosa codificada por el locus glf. Después del transporte, la fosforilacion de

la glucosa es catalizada por la glucocinasa codificada por glk.

El segundo sustrato requerido para la biosintesis de DAHP es la E4P.
Experimentos para investigar si la amplificacion de la expresion de la
transcetolasa podria incrementar la disponibilidad de E4P comenzaron con los
estudios de Draths y Frost (1990). Este estudio llevd al aislamiento del gene tkt
que codifica la transcetolasa. La expresién del gene tkt portado en un plasmido
resultd en la amplificaciéon de diez veces los niveles de la transcetolasa
comparados con los expresados en E. coli silvestre (Draths et al., 1992).
Asimismo, en este estudio se compar¢ la expresiéon amplificada de la DAHP
sintasa resistente a retroinhibicién en ausencia y presencia de la transcetolasa
amplificada, indicando que la actividad de la transcetolasa in vivo puede
duplicar la cantidad de flujo de carbono dirigido hacia la biosintesis de

aminoacidos aromaticos.

El descubrimiento del impacto de la catélisis de la transcetolasa en la
biosintesis de aromaticos ha dirigido la investigacion hacia enzimas de la via de
las pentosas. La transcetolasa juega un papel preponderante en el metabolismo
primario al incrementar el flujo de carbono comprometido hacia la sintesis de
aromaticos al maximo tedrico, cuando son sobreexpresadas conjuntamente la

PEP sintasa, transcetolasa y DAHP sintasa insensible a retroinhibicién (Patnaik
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and Liao, 1994). La expresién amplificada de PEP sintasa tedricamente debe
reciclar el piravato a PEP. El hecho de que la sola amplificacion de PEP sintasa
no incremente el flujo de carbono hacia la via comun de los aminoacidos
aromaticos sugiere que la concentracién de E4P inicialmente limita la actividad
de DAHP sintasa en E coli (Patnaik and Liao, 1994). La sola sobreexpresion de
transcetolasa incrementa el nivel de E4P. Sin embargo, el PEP puede llegar a
ser el sustrato limitante en la reaccién de biosintesis de DAHP catalizada por la
DAHP sintasa. Una altemnativa para elevar la disponibilidad de! PEP, superando
esta limitacién, consiste en sobreexpresar la PEP sintasa (Patnaik and Liao,
1994).

2.6.4 Impedimentos del flujo de carbone a través de la via comun

de Aminodcidos Arométicos,

El fluyjo de carbone dirigido hacia la via comun de aminoacidos
arométicos en E. coli con expresion amplificada de DAHP sintasa resistente a
retroinhibicion y transcetolasa, substancialmente excede el flujo de carbono
dirigido hacia esta via en cepas silvestres. En esta situacién metabolica, una
enzima individual de la via comun puede llegar a ser limitante, es decir, la
enzima que controla el paso limitante comenzara a acumular sustrato al ser
incapaz de catalizar la conversién de sustrato a producto a una velocidad
adecuada. Sin embargo, la exportacién de este sustrato del citoplasma al medio
extracelular es usualmente répido para prevenir la acumulacion intracelular de
concentraciones sustanciales. Una vez depositado el sustrato en el sobrenadante

del cultivo, este es generalmente excluido del metabolismo de la céluta.

La exportacion de sustratos provee un mecanismo para la deteccion de

enzimas limitantes y para poder inferir el flujo de carbono que puede ser
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canalizado hacia ciertas vias metabolicas. El uso de mutantes auxdtrofas
apropiadas y el analisis de sobrenadantes de cultivos es una herramienta
poderosa para deteccién e identificacién de enzimas limitantes de velocidad.
Por ejemplo, E coli AB2834 es una mutante auxotrofa deficiente de actividad
catalitica en shikimato deshidrogenasa (aroE) (ver figura 5) que acumula
acido 3-deshidroshiquimico (DHS) en el sobrenadante del cultivo. Cuando esta
cepa es transformada con el plasmido muiticopia pKD130 que porta los genes
aroF y thtA resulta en la acumulacién de DAHP y DHS. Una transformacién
subsecuente de esta cepa con el plasmido multicopia pKD130 que porta el locus
aroB que codifica la DHQ sintasa, y ademds, porta los genes aroF y tktA resulta
en la acumulacidn de una mayor concentracion de DHS y la ausencia de DAHP
en el sobrenadante del cultivo {Draths and Frost, 1990).

Varios esfuerzos se han realizado para analizar las enzimas limitantes de
velocidad de la via comin de aminoacidos aromaticos (Dell and Frost, 1993)
(Takashi et al, 1982). Dell y Frost (1993) identificaron algunas enzimas
limitantes de la via comin de aminodcidos arométicos en E. coli D2704
transformada con plasmidos que incrementan la actividad catalitica in vivo de
DAHP sintasa y transcetolasa. Sin embargo, la limitacién catalitica de las
enzimas de la via comin de aromaticos depende de la magnitud del flujo de
carbono que es canalizado hacia la misma via. Por consiguiente, para superar
los problemas por limitacién enzimética es necesario conocer el flujo de
carbono que es dirigido hacia la ruta metabdlica, las actividades enzimaticas
involucradas y las enzimas limitantes (en ciertas condiciones de flujo). Sin lugar
a dudas, en futuras investigaciones este conocimiento sera relevante para poder

incrementar el flujo de carbono hacia el producto final deseado.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General :

Determinar el efecto de la inactivacién del Sistema de Transporte
Fosfotransferasa (PTS) en el rendimiento y productividad del primer
intermediario en la via de los compuestos aromaticos (DAHP) a partir de
glucosa en Escherichia coli.

3.2. Objetivos especificos :

1. Inactivar en cromosoma el gene aroB en las cepas PB103 (PTS") y
NF9 (PTS Glc").

2. Calcular rendimientos y productividades de DAHP en las cepas
PB103, NF9, PB103B (PTS'aroB’), y NFIB (PTS Glc'aroB).

3. Calcular los flujos internos en las cepas PB103B y NF9B a partir de
la velocidad de consumo de glucosa y la velocidad de produccién de

DAHP.

4. Cuantificar del flujo de carbono que pasa a través de aroB en la cepas
PB103 y NF9.

31




Materiales y Métodos

4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Cepas y plasmidos

Se empled la cepa Escherichia coli PB103 cuyo genotipo relevante es

W3110 F A(argF-lac) U169 &rpR tnaA2. La cepa NF9 fue derivada
originalmente de la PB103 y posee mutaciones que inactivan el sistema PTS
(Flores et al, 1996). Las cepas PB103 y NF9 fueron usadas como cepas
hospederas para la produccién de 3-desoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato
(DAHP). A estas cepas se les transdujo la mutacién del gene aroB::cat. Para
esto, previamente se construyd el plasmido pBSL46aroB::cat (ver
construccién en la seccién de Resultados y Discusion) que porta el gene aroB
inactivado con un cassette de resistencia a cloramfenicol (gene ca¢). La cepa E.
coli ATCCA47002 fue transformada con el plasmido pBSL46aroB:cat. Las
transformantes fueron seleccionadas en medio Luria adicionado con
cloramfenicol (10 pg/ml), subsecuentemente se les verificé sensibilidad a
ampicilina (20 pug/ml). Las colonias que presentaron este fenotipo (Cm*, Ap®)
presumiblemente contenian la integracion en cromosoma del gene aroB
inactivado con €l gene cat. Esta inactivacion fue verificada mediante la técnica
de PCR, empleando oligonucledtidos adecuados (ver seccion 4.5). La mutacion
aroB::cat fue transducida (método Miller, 1992) a las cepas PB103, NF9 para
obtener las mutantes PB103B y NF9B, respectivamente. Las mutantes PB103B
y NF9B fueron transformadas con los plasmidos pCL#kt y pRW300. El pCL1kt
contiene el gene tktA clonado (Draths et al., 1992) en el vector pCL1920
(Lerner et al., 1990). El pRW300 fue construido a partir del pldsmido pBR322

(Bolivar et al., 1977) y porta el cassette Py,pvs-aroG™. El gene aroG™ codifica

para la enzima DAHP sintasa (primera enzima en la via de los compuestos

aromaticos) y esta bajo el promotor lacUV5 (Beckwith, 1987) que controla su
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expresion. Asimismo, contiene clonado el gene /acl para regular la expresion

de aroG™. Las cepas y plasmidos relevantes estin resumidos en la tabla L

Tabla 1. Cepas y plasmidos empleados en este estudio.

Cepa o genotipo relevante fuente o
plismido referencia
ATCC47002 F lacZ’ leu-6 his-4 ara-14 recB21 recC22 sbel SA” -
PB103 W3110 F A(argF-lac)U169 trpR thaA2 Wyman et al., 1985
PB103B igual a la PB103, pero aroB::cat Este estedio
NF9 igual a 1a PB103, pero PTS glucosa’ Flores et al., 1996
NF9B igual a la NF9Y, pero aroB::cat Este estudio
Plasmidos
pBSLA6aroB::car  aroBucar (proveniente del replicon pBSL46, Este estudio
resistente a carbecilina y cloramfenicol)
pCLikt thtA (proveniente del replicon pCL1920, Draths et al., 1992
resistente a estreptomicina o espectinomicina.
pRW300 Pucyvs-aroG™  (proveniente del  replicén Beckwith, 1987

pBR322, resistente a tetraclina).
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4.2. Medio y condiciones de cultivo.

Los procedimientos de clonado fueron llevados a cabo en medio Luria-
Bertani y el medio empleado para la recuperacion de células en los
procedimientos de electroporacién fue YT2X, que contiene (por litro)
bactotriptona (16 g), extracto de levadura (10 g) y NaCl (5 g). El medio
utilizado para la preparacion de los preinéculos fue Luria-Bertani. La
formulacién (por litro) del medio rico para la obtencién de altas densidades
celulares de los indculos fue extracto de levadura (15 g), K,HPO, (14 g),
KH,PO, (16 g), (NH,),S0, (5 g), MgSO, (1 g) glucosa (18 g) y tiamina
(1 mg). La composicion (por litro) del medio minimo M9 utilizado para la
resuspension de los cultivos experimentales de alta densidad celular fue K,HPO,
(14 g), KH,PO, (16 g), (NH,),SO, (5 g), MgSO, (1 g), glucosa (18 g), tiamina
(1 mg) y elementos traza (1 ml) (Gosset et al, 1993). Este medio fue
suplementado con aminoécidos arométicos y vitaminas arométicas : L-tirosina
(8 mg), L-fenilalanina (8 mg), L-triptofano (4 mg), 4cido 2-3 di-
hidroxibenzoico (35 mg), &cido para-hidroxibenzoico (48 mg) y acido para-
aminobenzoico. Para la seleccion y el mantenimiento estable de los plasmidos se
adiciond tetraciclina (50 pg/mi) y estreptomicina (50 pg/ml).

4.3. Indculos

Todos los cultivos fueron realizados en matraces bafleados de 250 ml y
crecidos a 250 rpm e incubados a 37°C. El protocolo para la preparacion del
inéculo y de los cultivos experimentales estd esquematizado en la figura 6. El
preinéculo fue crecido en 20 ml de medio Luria-Bertani durante la noche y

subcultivado en 50 ml a una densidad optica de 0.2 (660 nm), para mas tarde
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medir DOggonm Centrifugar 10 ml
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Centrifugar todas
las células y lavar Crecer hastauna  Jpgcular 2 matraces (50 ml)
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vitaminas arométicas+ -Rendimientos
aminodcidos aroméaticos+ Vi
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IPTG + antibiéticos. _m“jol;cit;::rlna:: ?

, Figura 6. Protocolo para preparacién de indculos y cultivos de alta densidad
celular.

ser cosechado al alcanzar una densidad 6ptica de 5, que corresponde a la fase
exponencial del cultivo. Estas células fueron lavadas dos veces con medio
minimo M9 antes de ser empleadas como indculos de los cultivos
experimentales, los cuales fueron realizados en matraces conteniendo 50 mi de

medio minimo M9 suplementado con aminodcidos aromaéticos, vitaminas
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aromaticas e isopropil-B-D-tiogalactopiranosido (IPTG) a una concentracién de

1 mM para inducir la expresién del gene aroG™. El pH inicial de los cultivos
fue ajustado a 7.4 y no estuvo sujeto a control durante el tiempo que duraron
los cultivos. Durante el transcurso de los cultivos, se tomaron muestras para
medir DO (a 660 nm) y calcular la biomasa en g de peso seco/L. Las células
fueron removidas inmediatamente por centrifugacién y el sobrenadante fue
almacenado a 4°C hasta ser utilizado para determinar concentraciones de
DAHP.

4.4, Métodos analiticos:
4.4.1. Determinacion de glucosa

La concentracién de glucosa residual en el sobrenadante fue determinada
enzimaticamente (glucosa oxidasa) empleando el analizador Kodak Ektachem
DT 60 I1.

4.4.2, Determinacion de DAH(P).

La concentracién de DAHP fue determinada por el ensayo tiobarbitirico
(Srinivasan and Sprinson, 1958, Gollub ef al., 1971). Este ensayo no distingue
entre DAH y DAHP. La determinacién de DAHP fue realizada al sobrenadante,
ya que el DAHP intracelular resulté despreciable. Primeramente, se realizaron
diluciones del sobrenadante (entre 10 y 200 veces), de tal forma que al realizar
el ensayo, la absorbancia incidiera dentro del intervalo 0.3-0.6, que
corresponde al segmento lineal de la correlacién entre absorbancia y

concentracion de DAHP. En seguida, se tomé una alicuota de la dilucion (61 ul)
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y se traté con acido tricloroacético al 20% (15 pl) y m-periodato de sodio (76
ul) por 30 min a 37°C. Posteriormente, se afiadieron a la mezcla solucion de
arsenito de sodio (0.152 pl) y 4cido tiobarbitirico (606 ul) y se incubd en bafio
de agua hirviendo durante 10 min. La mezcla de reaccion fue mantenida a 55°C
hasta realizar las lecturas de absorbancia en espectrofotémetro a una A=549

nm.

4.4.3. Determinacion de biomasa.

Se tomaron muestras periddicamente durante el transcurso de los cultivos
para determinar la concentracién celular. Para esto, se hicieron diluciones de
las muestras y se tomaron lecturas de absorbancia en un espectrofotometro
(Beckman DU-70 Spectrophotometer) a una longitud de onda de 660 nm.
Posteriormente, estos datos de absorbancia fueron convertidos a gramos de
peso seco/L multiplicando por un factor de 0.45, el cual fue obtenido

previamente a partir de una curva patrén de peso seco.

4.5. Diseiio de oligonucledtidos

Para verificar la inactivacion del gene aroB (integracién del gene
aroB::cat a cromosoma) se amplificd el gene aroB por PCR. Para esto, se
disefiaron los oligonucledtidos aroB 5" GAA-GAG-ATT-GCC-GAC-GTG-ACC
y aroB 3’ ACA-CCG-CGC-TGA-TAA-CTC-GCC. La amplificacion por PCR
del gene aroB silvestre empleando estos oligos genera una banda de 511 pb,

mientras que la del gene aroB::cat genera una banda de 1511 pb.
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4.6. Herramientas de biologia melecular utilizadas en este trabajo :
4.6.1. Mutagénesis por insercién sitio-dirigida.

Con el desarrollo de técnicas de DNA recombinante, ha sido posible
generar mutaciones sitio dirigidas, puntuales o deleciones especificas de un gene
clonado in vitro. En algunos trabajos se han efectuado reemplazamientos de un
gene cromosomal especifico por una forma mutante de ese gene. (Hamilton et
al. 1989). En el presente estudio, se utilizé un sistema de reemplazamiento de
genes que emplea la transformacion de la cepa Escherichia coli ATCC47002, la
‘cual posee mutaciones recBC, sbcB (Jason and Schimmel, 1984, Winans et al.,
1985) que favorecen la recombinacién e integracién de genes al cromosoma y
la pérdida del plasmido. La técnica puede ser usada para generar deleciones
especificas, reempiazamientos genéticos y ejecutar in vivo el clonado de un
locus cromosomal. La integraciéon procede por eventos de recombinacién
homologa entre €l gene en el cromosoma y las secuencias homologas portadas
en el plasmido. Una vez integrado y reemplazado el gene deseado en el
cromosoma, este gene puede ser transferido a otras cepas receptoras por

procesos de transduccion.

4.6.2, Transduccion

La transduccion es la transferencia de material genético por infeccidon
viral. En bacteria, se reconocen dos tipos de transduccion : generalizada y
especializada. En este trabajo, se hizo empleo de la transduccién generalizada
que permite la transferencia de cualquier marcador cromosomal a través del
empacamiento al azar de segmentos de DNA bacterial en las capsides de los
fagos (Margolin, 1987). En E. coli, el fago Pl realiza transduccion

38



Materiales y Métodos

generalizada. Después de la infeccion el DNA del hospedero es cortado, y
ocasionalmente un fragmento del DNA hospedero es empaquetado en la cabeza
del fago. En el caso de P1, el 0.01% de las particulas de fago portan DNA
bacterial. Durante la infeccién, los segmentos del DNA del hospedero original
pueden ser transferidos e incorporados al cromosoma bacterial de otras cepas
receptoras por procesos de recombinacién homologa. Dos entrecruzamientos
son requeridos para intercambiar un segmento del fragmento bacterial por un
segmento correspondiente del hospedero. En el sentido practico, la
transduccién por fago P1 es muy util para la construccion de cepas. Pl es un
fago moderado y tiene la ventaja de evitar lisogenizar cepas receptoras, ya que
el fago P1 residente puede restringir la entrada de DNA en subsecuentes cruzas

genéticas.

4.7. Cilculo de rendimientos, productividades, velocidades de

consumo y de produccién.

En numerosos estudios donde se ha aplicado la Ingenieria de Vias
Metabélicas a microorganismos se ha puesto un gran énfasis en el potencial de
poducir compuestos aromaticos biologicamente a costos mas bajos que los
producidos quimicamente. El objetivo ha sido desarrollar cepas que tengan un

rendimiento suficientemente alto para competir con los métodos quimicos.

El rendimiento producto/sustrato Y, es un parametro relevante, ya que
representa la eficiencia de conversién del sustraro a producto y define el
producto formado por unidad de sustrato consumido. La forma de determinar

el rendimiento experimentalmente es midiendo la cantidad de producto
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formado y sustrato consumido en un periodo de tiempo de acuerdo con la

ecuacion 1;
Y5 = AP/AS %))

donde : AP y AS son la diferencia entre las concentraciones de producto y de

sustrato tomadas en los tiempos | vy 2, respectivamente.

Existen diferentes coeficientes de rendimiento producto/sustrato. Por
ejemplo, el rendimiento global (ecuacién 2) representa el producto formado
comparado con el sustrato consumido desde el inicio hasta el término del
cultivo, o el rendimiento instantineo (ecuacién 3) que puede ser medido en

cualquier intervalo pequefio de tiempo durante el transcurso del cultivo.

Y s = (Pe- PY/(S;- 89 Rendimiento global (2)

Ypss = (Pot - P(S,- Sosy)  Rendimiento instanténeo (3)

donde: P y S son las concentraciones de los productos y sustratos,
respectivamente. Los subindices i y f representan condiciones iniciales y finales,

respectivamente. El subindice (n+1) es el tiempo inmediato seguido al tiempo n.

Los rendimientos méiximos tedricos pueden ser comparados con los
rendimientos obtenidos experimentalmente para determinar la eficiencia
particular de un proceso de fermentacién. Los rendimientos méximos tedricos
producto/sustrato pueden ser calculados mediante el andlisis teérico de vias
metabdlicas y la estequiometria de reacciones que describen la formacién del
producto. De acuerdo a esto, el rendimiento maximo para aminoacidos
aromaticos a partir de glucosa puede ser incrementade dos veces si todo el

piruvato generado es reciclado a PEP (Forberg ef al., 1988). El rendimiento
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maximo tedrico es calculado asumiendo que todas las vias que compiten por el
flujo de carbono estin bloqueadas y que éste es canalizado de la forma més
eficiente hacia la via formadora de producto. Bajo estas condiciones, el flujo
relativo hacia cada paso en estado estacionario puede ser calculado mediante un
balance de flujo de entrada y salida de cada metabolito. Como se muestra en la
figura 7 panel A, el rendimiento maximo teérico de DAHP a partir de
glucosa para una cepa PTS" es de 0.43 molar, ya que se requieren 7 moles de
glucosa para producir 3 moles de DAHP y 7 moles de piruvato, el cual es
metabolizado. Asimismo, se muestra también el flujo relativo a través de cada
paso intermediario a través de glicolisis y del brazo no oxidativo de la via de
las pentosas. La formacién de piruvato es ineludible debido a la estequiometria
del PTS para el consumo de glucosa. En presencia de glucosa, piruvato no es
reciclado eficientemente a PEP ya que la enzima PEP sintasa (Pps) no es
inducida. En la figura 7 panel B, se presenta el rendimiento méximo teérico
que puede alcanzar una cepa asumiendo que todas las vias que compiten por
PEP est4n bloqueadas y que todo el flujo de carbono es dirigido hacia la via
comin de aminoacidos aromaticos. En estas condiciones, el rendimiento
maximo tedrico que puede alcanzarse es de 0.86 molar, ya que se requieren de

7 moles de glucosa para producir 6 moles de DAHP.

Los productos pueden ser formados durante la fase de crecimiento, en
este caso la velocidad de sintesis de producto esta directamente relacionada a la
velocidad de crecimiento, o pueden ser formados independientemente de la
velocidad de crecimiento. Ocasionalmente, la sintesis puede comenzar después
de un periodo de crecimiento debido a la acumulacién de algunos metabolitos

primarios que pueden ser canalizados hacia la formacion de producto.
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Rendimiento
0.43 mol DAHP/mol Glc¢

Ribulosa-5P
N2
RSP
2 ltktA 2
S7P
2 Ytal
F6P —

Rendimiento
0.86 mol DAHP/mol Gle

Figuras 7. Esquematiza los flujos internos Optimos para alcanzar los rendimicntos

mdximos tedricos en las cepas PTS' (Panel A) y PTS" Glc' (Panel B).
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La productividad o velocidad de sintesis de producto es otro de los
parametros relevantes en los bioprocesos y estd dada en unidades de
concentracién de producto por unidad de tiempo, por ejemplo : mmol/L-h. La
velocidad especifica de produccién g, relaciona la velocidad de sintests de
producto con la concentracién de biomasa y estd dada en mmol/g peso seco-h.
La velocidad especifica de consumo de sustrato q, proporciona informacion
valiosa para el célculo de flujos internos de carbono y puede ser expresada en

moles de sustrato /g de peso seco-h.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Construccién del plismido pBSL46aroB::car.

Para la construccién del pBSL46aroB:cat se partio de los plasmidos
pBSL46, pACYCaroB y pBSLI121 (ver figura 8). E!l gene aroB fue escindido
con Eco RI del plaismido pACYCaroB y el cassette cat fue cortado con Sma I
del plasmido pBSL121 (Alexeyev et al., 1995). Del pBSL46 se escindid el
cassette de resistencia a kanamicina (digiriendo con Eco RI) y se reemplazo
ligando el vector resultante con el gene aroB para generar el plasmido
pBSLA46aroB, el cual posee resistencia a ampicilina (Ap). Posteriormente, el
gene aroB portado en este plasmido fue inactivado por insercion en el sitio
tnico Hpa I del gene cat, generando de esta forma el plasmido
pBSL46aroB::cat. La construccion correcta del pBSL46aroB::cat fue verificada
por patrones de restriccion. Después se procedi6 a integrar este gene inactivado

al cromosoma de F. coli.

5.2. Integracién en cromosoma del gene aroB::cat.

La cepa ATCC47002 fue transformada con el pBSL46aroB::cat, y el
resultado de esta transformacion fue plateado en cajas con medio agar-Luria
adicionado con cloramfenicol (10pg/ml). A las transformantes seleccionadas
(50 colonias Cm®) se les verifico sensibilidad a ampicilina (20pg/ml) y las que
resultaron Cm®, Ap® (s6lo 3 colonias) presumiblemente portaban la
interrupcién en cromosoma del gene aroB:ucat. Esto fue verificado

amplificando por PCR un fragmento cromosomal del gene aroB de estas
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Eco R EcoRI Smal Smal
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Figura 8. Construccién del plasmido pBSL46areB::cat.
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transformantes, asi como del respectivo control. La figura 9 muestra el gel
del resultado de PCR, en los carriles !, 2 y 3 se observa la banda de 1511 pb
que corresponde al gene interrumpido aroB:cat. En el carril izquierdo el
marcador A-BstE 11 y el derecho la banda de 511 pb correspondiente al gene
silvestre (control negativo, cepa ATCC47002). Las colonias 1 y 3 portan el
gene aroB interrumpido y no presentan amplificacién del gene silvestre. Se
verificd que estas colonias mutantes ATCC47002aroB fueran auxétrofas de
aminoacidos aromdticos, se eligié una de ellas (colonia 1), la cual se conservd
en glicerol a -70°C para posteriormente ser empleada en los experimentos de

transduccion.

5.3. Construccion de las mutantes aroB” por transduccién con fago

PI1.

Se prepararon lisados con el fago P1 a partir de la cepa ATCC47002aroB
que fueron empleados para transducir el gene aroB::cat a las cepas PB103 y
NF9, aplicando el método Miller para realizar transducciones. El resultado de
la transduccion de las cepas PB103 y NF9 fue plateado en cajas con agar-Luria
adicionado con cloramfenicol (10pg/ml). En estas cajas solamente crecieron 2
colonias transductantes tanto para la PB103 como de la NF9. A estas 4 colonias
transductantes se les verifico la integracion a cromosoma del gene aroB::cat por
PCR. En la figura 10 se muestra el gel de los productos de PCR, en donde se
observa que las 2 colonias transductantes PB103B (aroB") y las 2 NF9B (aroB")
presentan amplificaciéon de banda de 1511 pb indicando que el gene aroB fue
correctamente reemplazado en cromosoma por el gene inactivado aroB::cat. En
el carril izquierdo se observa el marcador A-BstE Il y el en carril derecho el

control negativo. Las cepas PB103 y NF9 y las mutantes PB103B y NF9B
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Figura 9. PCR de colonias de E. coli ATTCC47002 transformadas con el
pBSL46aroB:car.
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Figura 10. PCR de las colonias transductantes PB103B y NF9B.
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fueron transformadas con los plasmidos pCLtkt y pPRW300 (ver tabla I) que
portan los genes de la transcetolasa (tktA) y de la DAHP sintasa (aroG™),
respectivamente. Después de la transformacion, cada plasmido fue verificado en
cada cepa por patrones de -restriccion, y post-eriormeme las cepas fueron
conservadas en viales con glicerol a -70°C hasta ser utilizadas en los cultivos

experimentales.
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5.4. Cultivos en matraces : biomasa, concentracién de glucosa y

DAHP, productividades y rendimientos.

En el sistema de produccién utilizado en este estudio se considerd el
empleo de células en fase estacionaria para eliminar o reducir
considerablemente el flujo de metabolitos hacia la generacion de biomasa. Al
suprimir o disminuir las vias metabélicas que compiten por los precursores
directos (PEP y E4P) de los compuestos aromaticos es posible lograr una
mayor conversién de glucosa a DAHP. Cuando el crecimiento es minimo la
demanda de precursores para otras funciones celulares disminuye
significativamente. Esto tiene un impacto relevante en la disponibilidad de PEP
y E4P, y por consiguiente, en el rendimiento producto/sustrato. Esta estrategia
ha sido propuesta y demostrada experimentalmente para la produccién de
fenilalanina en E. coli (Forberg et al., 1988). Con este propdsito, el medio de
cultivo se disefid con concentraciones limitantes de aminodcidos aromaticos
para restringir el crecimiento de las cepas auxdtrofas de amino4cidos
aromaticos (aroB"). La concentracién de Phe, Tyr y Trp se calculé de acuerdo
a los datos de composicion quimica de Escherichia coli (Neidhart y HE
Umbarger, 1996) para generar un incremento en crecimiento celular de 0.3 g
de peso seco/L, aproximadamente. En la Figura 11 panel A, se muestran los
datos de biomasa de los cultivos en matraces bafleados agitados de las cepas
PB103, PB103B; NF9 y NF9B transformadas con los plasmidos pRW300 y
pCLtkt. Las muestras fueron tomadas periddicamente durante el transcurso de
los cultivos, cada punto representa el promedio de cuatro muestras. La
desviacidn estandar promedio de los datos de biomasa no fue significativa {ver
tabla IT). Las concentraciones celulares iniciales empleadas para inocular estos
cultivos fueron altas (entre 1.8 y 1.9 gramos de peso seco/L), previendo que el

crecimiento celular de los cuitivos seria relativamente pequefio debido a la
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limitacién por amino4cidos aromaéticos. Las cepas que no tienen auxotrofia de
aminoacidos aromaticos (PB103 y NF9) presentan también un bajo crecimiento
en el medio de resuspencién debido al cambio nutricional de medio rico a
medio minimo. Al comienzo de estos cultivos existe un leve incremento en la
concentracion celular entre las primeras 2 y 3 horas. Después de este periodo,
el incremento en la concentracién celular es atin menor para las cepas aroB*
que entran a una fase de crecimiento quasi-estacionaria, mientras que las cepas
aroB’ entran a una fase estacionaria a partir de la hora 2 del cultivo. La
concentracion celular alcanzada en las cepas aroB" es ligeramente mas alta que
en las cepas aroB'. Estas fases de crecimiento estacionarias o quasi-estacionarias
son mantenidas hasta el final de los cultivos. Con esta estrategia, restringiendo
el crecimiento celular de los cultivos, se logra redirigir un gran flujo de

carbono proveniente de la glucosa hacia la via comtin de aromaticos.

En los cultivos experimentales se emplearon concentraciones iniciales de
glucosa de 18 g/L. En la Figura 11 panel B y en la tabla III puede
apreciarse que en estos cultivos existen dos velocidades de consumo de glucosa
que corresponden a dos fases: 0-2 h y 2-9 h. Durante esta pequefia fase de
crecimiento (0-2h) el consumo de glucosa fue 2 veces mayor que en la fase
estacionaria (2-9h) para las cepas PB103B y NF9B, y 1.8 veces mayor para las
cepas PB103 y NF9 (ver tabla III). Al final de los cultivos la concentracion de
glucosa fue variable dependiendo de la cepa. Sin embargo, la concentracién de
glucosa remanente se mantuvo por arriba de 55 mmol/L (9.9 g/L}. En todos los
casos, la desviacién estindar promedio de los datos de glucosa no fue
considerable (ver tabla II). Asimismo, puede observarse que en la fase de
crecimiento la velocidad de consumo de glucosa es mayor en las cepas PTS™ que
en las PTS". Mientras que en la fase de crecimiento estacionaria la velocidad de

consumo es muy semejante en todas las cepas.
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Figura 11. Cultivos en matraces agitados de las cepas PB103, PBI03B, NF9
y NF9B. Cada punto representa el promedio de 4 muestras (ver desviacidn estandar
promedio en tabla II}). Panel A, biomasa (g-peso seco/L); panel B, glucosa residual
(mmoV/L); panel C, concentracién de DAHP. La linea vertical punteada indica el inicio
para el clculo de los rendimientos DAHP/Gle.
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Tabla II. Desviaciones estindar promedio de los datos experimentales de biomasa,

concentracion de giucosa y DAHP.

Biomasa Glucosa
(g peso seco/L) (mmol/L) DAHP (mmol/L)
PB103 2.615+0.227 64.917 £ 2.415 0.136 £ 0.067
PB103B 2.022+0.117 81.206 + 1.998 5.237 + 0.436
NF9 2.363 £ 0.081 62.824 + 1.846 0.229 + 0.193
NF9B 1.890 + 0.023 74.492 £ 1.728 7.915 +0.254

Cuando se incrementa el flujo de carbono hacia la via comin de los
aminoacidos arométicos, el DAHP comienza a acumularse y a ser excretado de
la célula debido a limitacién de la enzima deshidroquinato sintasa. En las
mutantes aroB~ esta acumulactén y excrecién de DAHP es considerablemente
mayor que en las cepas aroB'. En la Figura 11 panel C se muestran las
determinaciones de DAHP que fueron realizadas a partir del sobrenandante de
las muestras previa eliminacién de las células por centrifugacién. La fraccion
de DAHP excretado por las cepas aroB* fue muy baja comparada con las cepas
aroB’, como se esperaba. Las cepas PB103 y NF9 acumularon al final del
cultivo 0.21 y 0.34 mM de DAHP, respectivamente. Mientras que las
correspondientes mutantes (aroB) PB103B y NF9B produjeron 10.7 y
17.3 mM de DAHP, respectivamente. Estos resultados muestran claramente la
importancia y el efecto del bloqueo en la acumulacién de DAHP debido a la
inactivacion de aroB. Es decir, debido a la inactivacion de la deshidroquinato

sintasa, la concentracién de DAHP se incrementa aproximadamente 51 y 64
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veces entre las cepas PTS' y las PTS", respectivamente (en un periodo de 7
horas). Asimismo, puede apreciarse que la inactivacion del PTS (NF9B) tiene
un efecto positivo al incrementar 2 veces la concentracién final de DAHP con
respecto a su control (PB103B). Esto como consecuencia de existir mayor
diponibilidad de PEP para ser redirigido a la via comin de aminoacidos
aromaticos, al eliminar la competencia del PTS por el PEP. La desviacién
estandar promedio para los datos de DAHP para las cepas PB103B y NF9B no
fue significativa. Sin embargo, para las cepas PB103 y NF9 si fue considerable
debido a que las concentraciones de DAHP para estas cepas fueron
relativamente pequefias comparadas con las de sus contrapartes mutantes
(tabla II).
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Figura 12. Productividad volumétrica de DAHP de las cepas PB103, NF9, PB103B
y NF9B.

En la Figura 12 se observa la productividad volumétrica de DAHP.

Durante la fase de produccidén, la productividad se incrementa rapidamente

hasta alcanzar un valor maximo y posteriormente un valor constante. Las
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productividades volumétricas méximas para las cepas PB103 y NF9 fueron de
0.15 (hora 8) y 0.4 (hora 9) mM/h, respectivamente. Mientras que las cepas
PB103B y NF9B alcanzaron productividades méaximas mayores de 1.2 (hora 6)
y 2.2 (hora 4) mM/h, respectivamente. Analogamente, puede observarse que la
inactivaciéon del PTS tiene un gran efecto positivo al aumentar

constderablemente la productividad maxima de DAHP en un 80%.

Por otro lado, el rendimiento molar de DAHP a partir de glucosa
(Y panrrcie) Tue calculado a partir del cese 6 disminucion en el crecimiento de los
cultivos (hora 2). En estas condiciones quasi-estacionarias de crecimiento, no
existe demanda para sintesis de biomasa o ésta es minima, en consecuencia, el
flujo de carbono utilizado en este bioproceso puede ser canalizado hacia la via
comin de aminodcidos aromaticos, y por consiguiente, el porcentaje de
conversion DAHP/Glc puede ser incrementado considerablemente. El
rendimiento méximo tedrico es calculado asumiendo que las vias metabdlicas
interconectadas en los principales nodos de distribucién de carbono estan
bloqueadas y que todo el flujo de carbono es dirigido hacia la via formadora
del producto deseado, sin la pérdida de éste como bioxido de carbono u otros
metabolitos. En la figura 13 se presentan los resultados de los rendimientos
molares DAHP/Glc de las cepas PB103, PBI103B, NF9 y NF9B (todas
transformadas con pRW300 y pCLtksr) calculados durante un periodo de 7
horas (2-9h), en el cual las condiciones de los cultivos son optimas para
alcanzar altos rendimientos. La cepa PB103 alcanzé rendimientos DAHP/Glc
menores al 0.01 mol/mol (0.003 mol/mol), mientras que la cepa NF9 alcanzo
rendimientos de 0.01 mol/mol (tabla III). Los rendimientos mds altos fueron
alcanzados por las mutantes aroB’. La cepa PB103B alcanzé un rendimiento
DAHP/Glc de 0.43 mol/mol, que es igual al rendimiento maximo tedrico que

puede alcanzar una cepa PTS". La cepa NF9B alcanzo el rendimiento mas alto
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de 0.71 mol/mol (tabla III). Por consiguiente, puede observarse que la
inactivacion del PTS en la cepa NF9B tiene un impacto relevante al incrementar
el rendimiento molar en un 65% con respecto al control (PB103B). La cepa
NF9B alcanzé rendimientos DAHP/Glc que son un 82.5% del

maximo tedrico que puede alcanzar una cepa PTS que es de 0.86 mol/mol

rendimiento

(Patnaik and Liao, 1994). Esto es debido a que en la cepa NF9B se encuentran
abiertas otras vias metabdlicas que compiten por el PEP, tales como las

isozimas piruvato cinasas y PEP carboxilasa.

Tabla III. Rendimientos molares DAHP/Glc, velocidades de consumo de glucosa y
produccién de DAHP.

CEPA Youumc -q, (0-2h) -q, (2-9h) q, (2-9h)
mol/mol {mmol Glc/ (mmol Gle/ (mmol DAHP/
pl(-gn;c;:;io gpeso seco-h) gpeso seco-b) | gpeso seco-h)

[ PB103 0.002 3.35 1.68 0.004
 PB103B 0.43 3.28 1.29 0.55
NF9 0.008 2.49 1.42 0.012

NF9B 0.71 2.86 1.33 0.94

Resulta interesante observar que en la mutante NF9B se alcanzan
rendimientos pico de aproximandente 0.90 mol DAHP/mol Gic (hora 4)
superiores al maximo teorico (figura 13). Sin embargo, este alto rendimiento
no puede ser mantenido cayendo a un valor constante de aproximadamente
0.71 mol/mol. Puede especularse que, este valor de rendimiento superior al
maximo tebrico alcanzado puede ser una consecuencia logica si dentro de la
célula existe una acumulactén de carbono en forma de polisacaridos de reserva

o de metabolitos precursores, y que en cierto momento pueden ser
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abruptamente canalizados hacia la via comin de aminoAcidos aromaticos.

Aunque para comprobar este hecho se requieren de més estudios.
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Figura 13. Rendimientos molares de DAHP/Glc de las cepas PB103, NF9, PB103B
y NF9B.

Basandose en los datos experimentales de rendimiento molar de
DAHP/Glc, en la estequiometria de reacciones para biosintesis de aminoécidos
aromaticos y asumiendo que todo el carbono que se encuentra como DAHP
puede ser dirigido hacia la sintesis de aminoacidos arométicos, es posible
realizar sencillos calculos tedricos que permiten estimar el rendimiento en la
sintesis de triptofano, fenilalanina y tirosina (Frost and Lievense, 1994). En la
figura 14 (A y B) se muestran los rendimientos molares estimados de Trp,
Phe y Tyr a partir de glucosa de la cepa NF9B. En la figura 14, panel A se
compara ¢l rendimiento Yy . mol/mol estimado para la produccion de
triptofano a partir de glucosa que es de 0.33 mol/mol (representado por
circulos) con los rendimientos maximos tedricos. Las lineas rectas punteadas
que atraviesan la grafica representan estos rendimientos maximos tedricos

Y rocres 105 cuales son de 0.20 y 0.42 mol/mol para una cepa PTS' y para una
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PTS, respectivamente (Frost and Lievense, 1994). Asimismo, se comparan con
datos industriales (linea continua) (Genencor Int.) obtenidos a partir de cultivos
alimentados de E. coli (PB103) en medio minimo adicionado con glucosa
(Berry, 1996). Esta cepa porta los plasmidos que sobreexpresan el gene aroG™
y el operon completo de triptofano (genes trpEDCBA) bajo el control
transcripcional de JacUVS5. El producto del gene trpE™ (codifica para la
antranilato sintasa) y es insensible a retroinhibicién por Trp. En estas
fermentaciones industriales se obtuvo un Yo g, de 0.19 mol/mol, mientras que
con la cepa NF9B, €l Yq,q, estimado es de 0.33 mol/mol, es decir, es 73% mas
alto que el rendimiento obtenido en dichas fermentaciones industriales.
Asimismo, este Y. es 65% mas alto que el rendimiento maximo tedrico para

una cepa PTS' y es 79% del rendimiento méximo tedrico para una cepa PTS".

Analogamente, en la figura 14, panel B se comparan los rendimientos
maximos tedricos, mol/mol (representados por lineas horizontales punteadas)
con el rendimiento Phe 6 Tyt/Gle (Y e 5 1yucic) Mol/mol, estimado a partir de
los datos experimentales de la cepa NF9B (representado por cruces). Este
Y e ¢ Tyricie €5timado es de 0.48 mol/mol, mientras que 10s Yo ¢ ryucic mAaximos
tedricos para Phe y Tyr a partir de glucosa son de 0.56 mol/mol para una cepa
PTS y de 0.30 mol/mol para una cepa PTS". Por lo tanto, €l Y p, 4 1yuai. MoOlar
es un 85% del rendimiento maximo tedrico para una cepa PTS’, mientras que es
un 60% mayor que el rendimiento maximo tedrico para una cepa PTS'. Por
consiguiente, estos resultados sugieren que el empleo de las cepas PTS’ Glc' en
procesos industriales para la produccién de aminoacidos aromaticos, y en
general, de compuestos arométicos puede tener considerables ventajas al tener
elevados rendimientos producto/sustrato, altas velocidades del flujo de carbono

(DAHP) hacia la via comiin de arématicos y altas velocidades de crecimiento,
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disminuyendo, consecuentemente, el costo potencial en la biosintesis de estos

cOmpuestos.
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Figura 14. Comparacién de los rendimientos Yo, . (Panel A) ¥ Yo 4 1y

(Panel B) estimados a partir de los Ypupq. molares de la cepa NF9B con’ los
rendimientos méaximos tedricos molares y con datos industriales (Genencor Int.). Las
lineas horizontales reprentan los rendimientos méximos tedricos para cepas PTS* (linea
infenior punteada) y PTS" (linea superior punteada).
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5.5. Calculo de flujos de carbono internos

En la tabla III se presentan velocidades de consumo de glucosa y de
produccion de DAHP que fueron determinadas durante un intervalo de tiempo
de 7 horas (2-9h) para las cepas PB103, PB103B, NF9 y NF9B (todas
transformadas con pRW300 y pCLtkt). Estos datos experimentales fueron
utilizados para el calculo de flujos internos en las vias metabdlicas centrales en
las cepas PB103B y NFOB empleando la estequiometria de sintesis de DAHP
(Varma et al., 1993). En la figura 15 se muestran los puntos de las vias
considerados en este analisis donde los flujos de carbono fueron medidos o
calculados. Para el clculo de los flujos de carbono se hicieron las siguientes
suposiciones:

1. Durante los experimentos se mantuvo un estado quasi-estable en los

flujos metabdlicos.

9 Se alcanzod el rendimiento maximo te6rico (Ypaueci) €0 12 cepa
PTS' (PB103B). Este rendimiento s6lo puede ser alcanzado cuando
todo el carbono proveniente de la glucosa consumida es dirigido
hacia la sintesis de PEP y E4P (en cantidades equimolares), y
subsecuentemente convertido en DAHP. Bajo estas condiciones,
puede asumirse que no hay flujo de carbono ya sea hacia biomasa, a
través del brazo oxidativo de la via de las pentosas o a través de
otras reacciones que consuman PEP.

3. Considerando que la cepa NF9B fue mantenida bajo las mismas
condiciones de cultivo que la cepa PB103B se asumidé que no hubo
flujo de carbono a través del brazo oxidativo de la via de las

pentosas o hacia biomasa.
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Los flujos internos fueron calcul:«:ldos usando las siguientes ecuaciones de
balance de masa:

F, = Velocidad de consumo de glucosa (flujo de entrada de carbono).

F,; =Velocidad de produccién de DAHP (flujo de salida de carbono).

F,= 0 = Flujo de carbono a través del brazo oxidativo de la via de las

pentosas.
F=F +F,-F, Fi=F,tF,-F,
F=F,+F, F,=F,
Fe= (1/2)F, F=F;-F,-Fy
F,= (2/3)F,, Para la cepa PTS' F,=0:
F&=F, Fs=F;-F,
F=F=F, Para la cepa PTS :
Fo=F=F,=F; Fi=F;-F

La figura 15 y la tabla IV muestran los flujos medidos y calculados de
las cepas aroB". La velocidad de consumo de glucosa (F,) fue ajustada a 7
(mmbl Glc/g-peso seco-h) y la velocidad de produccién (mmol DAHP/g peso
seco-h) fue ajustada proporcionalmente en ambas cepas (PB103B y NF9B). Al
comparar los flujos de carbono entre las cepas PTS® y PTS se observan
diferencias importantes. Por ejemplo, la velocidad de produccién de DAHP
(F,;) para la cepa NF9B es 1.9 veces mayor que la de la PB103B. Asimismo, el
flujo a través de la via Embden-Meyorhof-Parnas (EMP), que corresponde a
los flujos F,, F,,-F,, en la cepa PTS’, es significativamente mas alto que en la
PTS". El flujo de carbono que lleva a la sintesis de PEP (figura 15) es 33%
mas alto en la cepa PTS". Sin embargo, aunque el flujo de carbono en la via
EMP es mayor en la cepa PTS’, la mayor parte del PEP producido
(aproximadamente 70%) es utilizado para el transporte y fosforilacion de la

glucosa por el PTS. Por esta razon, en la cepa PTS’, la disponibilidad del PEP
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para ser utilizado en la reaccién de condensacién con la E4P, es menor (30%
del PEP producido) que en la PTS". Esta condicidn restringe la capacidad de la
célula para poder dirigir ciertos precursores hacia otras vias para otras
funciones celulares. Por otro lado, en la cepa PTS" ¢l flujo de PEP que ya no ¢s
utilizado por el PTS esta ahora disponible para ser canalizado hacia la via de
aromaéticos. Sin embargo, no todo el PEP disponible es redirigido hacia la via
de los aromaticos, ya que existen otras reacciones que compiten por el PEP
evitando que en la cepa PTS" se alcance el rendimiento maximo te6rico. Puede
especularse que las izosimas piruvato cinasas y PEP carboxilasa podrian ser las
enzimas candidatas que compiten por el PEP en esta cepa. No obstante, se

requieren de experimentos adicionales para comprobar esta hipétesis.

Existe otra diferencia importante entre las cepas PB103B y NF9B, que
corresponde al flujo a través del brazo no oxidativo de la via de las pentosas.
La reaccion catalizada por la transcetolasa que en la figura 15 corresponde a
el flujo F, es 64% mas alta en la cepa PTS que en la PTS". El flujo de carbono
puede ser balanceado para llenar los requerimientos de la célula incrementando
los niveles de E4P. El incremento en este flujo asegura un suministro adecuado
de E4P para la sintesis de DAHP. Esto puede ser logrado debido a que en la
cepa PTS'GIc”, el transporte de glucosa estd desacoplado a la sintesis de PEP, y
por consiguiente, el carbono puede ser distribuido de la via EMP hacia otros

puntos sin afectar el transporte de glucosa.
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Figura 15. Muestra los flujos internos relacionados a la biosintesis de aromaticos
para las cepas PB103B (Panel A) y NFIB (Panel B).

62




Resultados y Discusion

Tabla IV. Flujos internos medidos y calculados a través las vias centrales (EMP y via
de las pentosas) y via comiin de amino4cidos aromaticos, en cepas PTS" y PTS" GIc™.

Flujos PB103B NF9B
F, 7 7
F, 0 0
F, 6 5.4
F, 2 33

F,-F, i 1.65

F, F, 6 5.4
F,, 10 7.5
F,, 7 -
Fi 3
F 0 2.5

5.6. Flujo a través de aroB

En la figura 16 panel A se esquematiza la direccién del flujo de DAHP
en la cepas aroB'. En estas cepas, una pequefia fraccion del DAHP producido es
excretado de la célula, denominado flujo X (6 q,, tabla IIX). Todo el DAHP
restante se asume que es metabolizado por la enzima deshidroquinato sintasa
(flujo Z) dirigiendo el flujo de carbono a través de la via comin de arométicos,
ya que el DAHP no tiene otras funciones conocidas dentro de la célula. Por
tanto, el flujo total de DAHP, denominado flujo Y estar4 dado por la suma de
estos dos flujos (X + Z). El fluyjo Y es determinado experimentalmente y
corresponde al flujo medido en las cepas aroB™ (q,, tabla III) en las cuales
debido al bloqueo en aroB todo DAHP es excretado de la célula (figura 16
panel B).

63




Resultados y Discusion

> DAHP
9p

Figura 16. Flujos de DAHP excretados por las cepas aroB* (Panel A) y por las
aroB (Panel B).

Con estos datos experimentales obtenidos en este estudio, fue posible
calcular el flujo de carbono que es catalizado por la enzima DHQ sintasa
(codificada por el gene aroB) en las cepas aroB* (PB103 y NF9). Este flujo de
carbono (Z) que pasa a través de aroB (tabla IV) fue calculado por diferencia
entre los flujos de DAHP excretado de las cepas aroB’ y sus contrapartes
mutantes areB (Z=Y - X).
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Tabla V. Flujos de carbono a través de aroB en las cepas PB103 y NF9.

CEPAS Flujo de carbono a través de aroB
(mmol DAHP/gpeso sece-h)

PB103 0.546

NF9 0.923

Como puede observarse en la tabla V, los flujos de carbono que son
dirigidos a través de aroB en las cepas PB103 y NF9 (aroB") son muy altos
compados con los flujos de DAHP excretados en la cepas aroB™ (tabla I1I), los
cuales son despreciables en estas mutantes. Asimismo, puede observarse que los
flujos Y y Z entre las cepas aroB" y aroB" son casi iguales. Por otro lado, el
flujo Z en la cepa NF9 es 67% mas alto que en la PB103. Esto puede indicar
que en la cepa PB103 atn no se han alcanzado condiciones de saturacion de la

enzima DHQ) sintasa.
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5.7 Perspectivas

El nimero de diferentes productos quimicos que pueden ser sintetizados a
partir de materias primas renovables tales como la glucosa puede ser
virtualmente ilimitada. Esta diversidad en reactividad quimica es una de las
caracteristicas sobresalientes de la diversidad bioldégica. Lo que un
microorganismo es incapaz de sintetizar puede ser producido frecuentemente por
algiin otro. Aln si la naturaleza no ofrece una via biosintética para un producto
quimico en particular, es posible crear una via usando genes de varias fuentes
para construir el microorganismo (biocatalizador) adecuado. El espectro de
productos quimicos derivado de glucosa puede ser expandido aun mas acoplando
la sintesis quimica con biosintesis. Muchos intermediarios de vias biosintéticas y
productos que eran obtenidos solamente en pequefias cantidades a precios
exorbitantes ahora estan siendo obtenidos en grandes volimenes a precios més

asequibles.

El futuro de los microorganismos recombinantes empleados en forma de .
biocatalizadores como una parte integral de la manufactura quimica puede tener
sus propios problemas. La expresién de genes aislados de un organismo y su
expresién subsecuente en microorganismos hospederos evolutivamente
diferentes, puede generar toxicidad por productos e intermediarios. Las
investigaciones deben ser dirigidas en este sentido para contender con este
problema y con otros tales como el mejoramiento de la eficiencia con la que el

flujo de carbono puede ser dirigida a través de una via metabolica disenada.
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A pesar de las caracteristicas medio ambientales y de utilizacién de
glucosa favorables de los microorganismos recombinantes, la adopcion de esta
alternativa para la sintesis de productos quimicos depende de la factibilidad de
colocacién en el mercado de los mismos a precios competitivos. Los costos de
manufactura estimados para sintesis biocatalitica de varios productos quimicos
discutidos por Frost y Lievense (1994) son sorprendentemente competitivos en
precio con los mismos productos sintetizados por métodos quimicos
tradicionales. Ademas, los costos asociados con sintesis biocatalitica de
productos quimicos obtenidos a partir de glucosa pueden descender
sostenidamente. Por ejemplo, la biosintesis de aminodcidos arométicos en E. coli
esta limitada considerablemente por la disponibilidad de sustratos para la DAHP
sintasa (PEP y E4P). Sin embargo, incrementando la disponibilidad de estos
precursores directos es posible mejorar el rendimiento reduciendo drasticamente

los costos.

En el presente estudio se demostrd que eliminando una de las principales
vias consumidoras de PEP, como lo es el PTS, se logra incrementar la
disponibilidad del PEP. Asimismo, que al redirigir ese flujo de carbono hacia la
via comin de los arométicos (por sobreexpresién de aroG™) y por
sobreexpresién conjunta del gene tktA es posible incrementar considerablemente
el rendimiento y la productividad de primer intermediario en la sintesis de
aromaticos (DAHP). En futuros estudios, creemos que este rendimiento de
aroméaticos logrado podria ser mejorado empleando cepas PTS  que
adicionalmente posean mutaciones en los genes que codifican para las piruvato
cinasas (pykA y pykF). El efecto esperado en una cepa PTS pykA pykF, en

cuanto a disponibilidad de PEP, es que ésta sea mayor que en una cepa que sélo
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sea PTS". Por consiguiente, es de esperar que el rendimiento pueda incrementarse
hasta valores cercanos al rendimiento maximo teérico. Cabe mencionar también
que, este tipo de mutantes con el genotipo PTS pykApykF~ presentan ciertas
desventajas en cuanto a crecimiento se refiere, ya que sus velocidades de
crecimiento son bajas, y estas caracteristicas en un proceso industrial puede
resultar incoveniente. Sin embargo, creemos que estos problemas pueden ser
superados colocando algunos genes (por ejemplo, los genes pykA y pykF) bajo
promotores inducibles que permitan que estos genes sean expresados en etapas
de crecimiento del cultivo y que sean apagados en otras, como por ejemplo, en ia
etapa de produccién. De esta forma, una cepa podria crecer a altas velocidades
hasta alcanzar la biomasa deseada en un bioproceso, y posteriormente, estos
genes al ser reprimidos podrian favorecer el decremento del flujo de carbono
hacia otras vias que compiten por los metabolitos precursores, incrementando asi
el rendimiento y la productividad de los compuestos arométicos a partir de

glucosa.
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CONCLUSIONES

* El bloqueo debido la inactivacién del gene aroB en las cepas PB103B y
NF9B es absclutamente necesario para la determinacién de los rendimientos
absolutos de DAHP/Glucosa. La inactivacién de la enzima deshidroquinato

sintasa (gene aroB) tiene un efecto directo en la acumulacién de DAHP.

*El Yy up0c Para las cepas PB103B y NF9B fue de 0.43 y 0.71 mol/mol,
respectivamente. Por consiguiente, la inactivacion PTS tiene un impacto positivo
relevante en el Yp,pq. al incrementarlo en un 65% con respecto al maximo

tedrico para una cepa PTS".

* La inactivacion del PTS también tiene un efecto positivo sobre la
productividad de DAHP. En las cepas PTS™ Gic* la maxima productividad se

incrementa en un 80% con respecto a las cepas PTS".

Las diferencias en los flujos internos calculados entre las cepas PTS' y
PTS'Gic" explican satisfactoriamente la mayor disponibilidad de los precursores

directos (PEP y E4P) para la biosintesis de aromaticos.

*La cepa PTS Glc* (NF9) es una buena candidata para la produccién
industrial de aromaticos a partir de glucosa al tener ésta altos rendimientos y

altas productividades.

Los flujos de carbono (DAHP) que pasan a través de aroB en las cepas
PB103 y NF9 (aroB") son de 0.556 y 0.928 mmol DAHP/ gpeso seco-h,

respectivamente. ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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