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Resumen.

RESUMEN.

Con el objetivo de construir una cepa etanologénica modelo para estudiar la
regulacion metabolica de la glucdlisis y metabolismo del piruvato, se analizaron
distintos linajes de Escherichia coli. Esta caracterizacion permitio elegir una candidata
con base en las velocidades especificas de crecimiento, consumo de glucosa y de
formacion de productos de fermentacion. Posteriormente, se construy6 la nueva cepa
etanologénica denominada CCE14, derivada del linaje seleccionado de E. coli C,
integrandose a cromosoma los genes piruvato decarboxilasa (pdc) y alcohol
deshidrogenasa (adh) de Zymomonas mobilis. Con esta cepa se obtuvo una mayor
velocidad de produccion de etanol, asi como un incremento del 20% en el rendimiento
de etanol a partir de glucosa en comparacion con cepas de E. coli previamente
construidas, como la KO11, la cual es derivada de E. coli W.

Se realizo un estudio de regulacidon metabdlica en la nueva cepa basado en la
medicion de actividades enzimaticas, perfiles de fermentacion y de transcriptoma
mediante analisis de RT-PCR, de las vias relacionadas al metabolismo central de
carbono. El estudio demostrd que el flujo glucolitico es controlado por reacciones fuera
de la glucolisis, especificamente, por las vias fermentativas.

En comparaciéon con cepas construidas anteriormente, CCE14 tiene una mayor
velocidad de produccion de etanol en medio mineral originada por los elevados niveles
de transcripcién y de actividades enzimaticas de PDCz, y ADHz,. Los resultados
demuestran que los cambios en los niveles de transcrito y actividades enzimaticas
desencadenan un alto flujo glucolitico y una baja produccion de dcidos organicos. Asi
mismo, se induce un estado metabodlico en el que las células responden con un
incremento en el transporte de glucosa, la sintesis de ATP y el balance de NAD-
NADH+H.

Los resultados también demuestran que las actividades enzimadticas de la
glucdlisis, presentes en las cepas silvestres E. coli W y C bajo condiciones de
fermentacion, son suficientes para contender con los incrementos en el consumo de
glucosa y en las velocidades de formacion de productos de fermentacion al ser

modificadas para la produccion de etanol.




Abstract.

ABSTRACT.

Different lineages of Escherichia coli were analyzed in order to construct an
ethanologenic strain to serve as a model for the study of metabolic regulation of
glycolysis and pyruvate metabolism, and to determine the steps that control the ethanol
production rate. Based on the specific rates of glucose consumption and the formation
of fermentation products, a new ethanologenic strain denominated CCE14, derived
from E. coli C, has integrated into its chromosome the pyruvate decarboxylase (pdc)
and the alcohol dehydrogenase (adh) genes from Zymomonas mobilis. This E. coli
derivative had a higher ethanol production rate and a 20% increase in the ethanol yield
from glucose in comparision with previous engineered E. coli strains, such as KO11,
derived from E. coli W.

A metabolic regulation study was performed, based upon measurements of
enzymatic activities, fermentation performance and transcriptome by RT-PCR analysis
of pathways and regulators related to central carbon metabolism. This study
demonstrated that the glycolytic flux is controlled by reactions outside glycolysis, 7.e.,
the fermentative pathways.

In comparison with previous engineered E. coli strains, CCE14 had a higher
ethanol production rate in mineral medium as a result of enhanced transcription and
enzymatic activity levels of PDC, and ADH ~,. The results show that these changes in
trancript levels and enzymatic activities resulted in a high glycolytic flux and a low
organic acid production. It also induces a metabolic state in which cells respond
increasing glucose transport, ATP synthesis, and NAD-NADH+H turnover rates.

The results shows that glycolytic enzymatic activities, present in wild type E.
coli W and C under fermentative conditions, are sufficient to contend with increases in
glucose consumption and product formation rates when strains are modified for

ethanol production.




Introduccion.

1. INTRODUCCION.

La necesidad de diversificar las fuentes de energia a futuro, que ademas sean
sustentables y mads amigables con el medio ambiente, plantea la necesidad de
desarrollar microorganismos capaces de metabolizar una amplia variedad de azucares y
convertirlos eficientemente en productos de interés. En lo que se refiere a los
combustibles, existen varias alternativas para obtenerlos mediante tecnologias
renovables. Desde el punto de vista biotecnoldgico, una de las opciones con mayor
viabilidad para sustituir o complementar a la gasolina es el etanol carburante (Ingram
et al, 1999). Este compuesto puede ser producido mediante tecnologias biologicas
sustentables, originando un ciclo artificial del CO, y evitando su incremento neto en la
atmosfera. Por otro lado, no es téxico ni cancerigeno, ademds de que es facil de

almacenar y transportar (Greene ef al., 2004).

Una alternativa factible econdémicamente para la produccién de etanol mediante
procesos biologicos, es la utilizacién de residuos lignoceluldsicos como los desechos
agroindustriales. Estos residuos son abundantes, contaminan de cierta manera y tienen
un uso marginal en el planeta (Martinez ef al.,, 2002). Los materiales lignoceluldsicos
constituyen aproximadamente el 90% del peso seco de las plantas, y representan la
fuente de energia mas abundante en el planeta (Jarboe ef al, 2007). Un ejemplo es el
bagazo de cana, el cual es generado en nuestro pais y en algunos casos es un problema
de contaminacion. El bagazo de cafia producido en México potencialmente podria ser
convertido, mediante el uso de tecnologias bioldgicas y quimicas, en aproximadamente
7 millones de litros de etanol por dia (Martinez et al, 2002). Este residuo estd
compuesto por dos fracciones: la hemicelulosa y la celulosa, las cuales representan del
30-40 y el 30-50% del total, respectivamente (Ingram et al, 1999). Especificamente, la
fraccion de la hemicelulosa contiene, ademas de glucosa y manosa, 85% de pentosas,
principalmente xilosa y un pequefio porcentaje de arabinosa (Martinez et al, 2000;
Martinez et al., 2001).
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Desafortunadamente, los microorganismos naturalmente productores de etanol,
como Saccharomyces cerevisiae y Zymomonas mobilis no metabolizan azucares de
cinco carbonos (Ingram et al, 1998; Bothast et al., 1999; Ingram et al., 1999), por lo
que no es posible utilizarlos en la produccion de etanol a partir de xilosa o arabinosa.
En contraste, E. coli es capaz de metabolizar las hexosas (como glucosa, manosa,
fructosa, etc), las pentosas (xilosa, arabinosa, ribosa, etc.), asi como mezclas de éstas,
presentes en los residuos agroindustriales. No obstante, produce etanol en bajas

cantidades.

Actualmente, gracias a las herramientas de la biotecnologia moderna, es posible
modificar, modular y disefiar vias metabdlicas en una amplia variedad de
microorganismos. Particularmente mediante la ingenieria de vias metabolicas, la cual
se define como la modificaciéon y/o introduccién de nuevas reacciones bioquimicas
para el mejoramiento directo de propiedades celulares mediante tecnologia de ADN
recombinante (Stephanopoulos ef al., 1998; Stephanopoulos, 1999), es posible obtener
microorganismos etanologénicos capaces de metabolizar diversos azucares que
naturalmente no metabolizaban, o bien convertir microorganismos no productores en

productores de etanol (Aristidou y Penttild, 2000).

En afios relativamente recientes se han generado cepas de Z. mobilis y de S.
cerevisiae capaces de utilizar xilosa. En el caso de Z. mobilis, se han integrado en
cromosoma 4 genes de E. coli involucrados en la isomerizacion y fosforilacion de la
xilosa, asi como en su incorporacion a la via de las pentosas. Dicha estrategia dio como
resultado una bacteria capaz de transportar y metabolizar xilosa en etanol con
rendimientos relativamente altos. Sin embargo, la velocidad de sintesis de etanol fue al
menos 10 veces menor comparada con la mostrada a partir de glucosa (Zhang et al.,
1995). Adicionalmente, se han desarrollado bacterias de Z. mobilis que fermentan
arabinosa (Deanda et al., 1996). Por otro lado, las cepas modificadas de S. cerevisiae
producen etanol a partir de xilosa con velocidades y rendimientos de conversion bajos,
ademas de requerir glucosa y aireacién (Ho ef al., 1998; Bothast ef al., 1999; Aristidou
y Penttild, 2000).
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E. coli produce etanol de forma natural en condiciones de fermentacion, aunque
en bajas cantidades. En afos relativamente recientes, se han construido varias cepas
etanologénicas a partir de esta bacteria gracias a la introduccién de la via metabdlica
presente en Z. mobilis (Ohta et al., 1991; Hespell ef al., 1996). La via esta integrada por
la enzima piruvato decarboxilasa (PDC_,) que transforma el piruvato en acetaldehido y
CO,, seguido por la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH_,) que transforma el

acetaldehido en etanol con la reduccién del NADH + H a NAD™.

No obstante los avances en la construccidbn y modificacion de cepas
etanologénicas, no hay reportes de codmo estos microorganismos reacomodan su
metabolismo en respuesta a la inserciéon de la via metabolica heteréloga para la
produccion de etanol. De acuerdo a lo anterior, es necesario generar conocimiento
acerca de la regulacidon genética, bioquimica y de la fisiologia del metabolismo celular
en cepas de E. coli tanto silvestres como modificadas. Esta informacién nos permitiria
conocer qué controla la tasa de consumo de sustratos y la distribucion de flujos
metabolicos en cepas de interés (Fraenkel, 1992; Emmerling ef al, 1999; Al Zaid
Siddiquee et al., 2004).

El metabolismo se refiere al conjunto de reacciones bioquimicas que se llevan a
cabo en la célula y consiste de numerosas vias interrelacionadas, conectadas por
metabolitos de una via comun y por cofactores que interactian a varios niveles de
regulacion genética y metabolica (Al Zaid Siddiquee ef al., 2004). Debido a lo anterior,
los estudios de este tipo son complejos. Afortunadamente, la biologia molecular ha
logrado separar sistemas celulares complejos en modelos segregados, los cuales pueden

ser estudiados y mejor comprendidos.

Existen numerosos estudios que han explorado los efectos de alterar niveles de
enzimas individuales o flujos enteros de una via metabdlica especifica, cualquiera de
las dos estrategias han sido una manera de estudiar como se lleva a cabo el control
metabolico, lo que ademds abre la posibilidad de generar organismos con

caracteristicas metabdlicas especificamente alteradas (Fraenkel, 1992). No obstante,
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estos cambios en la fisiologia celular pueden afectar el metabolismo, muchos de los
ajustes metabolicos dan como resultado cambios en la concentraciéon de metabolitos y
en las actividades enzimaticas, asi como en la distribucion de flujos metabolicos (Tao ef
al., 2001). También se ha observado que algunas inactivaciones o mutaciones en el
metabolismo central impiden al microorganismo crecer en algunas fuentes de carbono.
Sin embargo, muchas de estas alteraciones pueden potencialmente ser compensadas
por otras enzimas o por la redireccion de flujos del carbono en rutas alternativas (Al
Zaid Siddiquee et al., 2004; Saier et al., 1996).

Otra forma de obtener informacioén acerca del estado fisiologico de las células es
el andlisis del perfil de expresion genética. Esta es una herramienta utilizada para
comparar cambios globales en la expresion de genes que ocurren como respuesta a
estimulos ambientales, o para comparar los efectos de cambios genéticos realizados.
Este analisis tiene el potencial de identificar conexiones entre rutas regulatorias o
metabolicas (Kabir er al., 2003). Sin embargo, el estado fisioldgico esta determinado a
nivel de proteina, por lo que el estudio de la expresion del mRNA debe ser
complementado con mediciones de las actividades enzimaticas para tener un mejor
entendimiento de los fendmenos observados. Es necesario considerar que las
regulaciones enzimaticas y transcripcionales son diferentes. La técnica semi-
cuantitativa RT-PCR refleja la abundancia relativa del transcrito, la cudl esta
influenciada tanto por la actividad transcripcional, como por la estabilidad del RNAm
(Kabir et al., 2003). Ademas, ofrece numerosas ventajas respecto a otras técnicas. La
cantidad necesaria de RNAm para llevar a cabo la cuantificacién es menor, es una
técnica reproducible, es posible analizar multiples RNAm's al mismo tiempo, ademds
de ser relativamente rapida (Kabir er a/, 2003). En contraste, la actividad de las
enzimas puede ser regulada por uniones reversibles, efectores, modificaciones
covalentes y alteraciones de la concentracién de enzimas. Sin embargo, se considera
que en gran parte, los niveles de expresion del RNAm reflejan la actividad enzimatica
(Martin, 1987).
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2. ANTECEDENTES.

El metabolismo fermentativo constituye una base fundamental de Ia
biotecnologia. Los compuestos organicos enddgenos usados por las células como
aceptores de electrones bajo condiciones de falta de oxigeno son convertidos en
compuestos bioquimicos, que aunque son productos de desecho para la célula, pueden

representar moléculas de valor para la sociedad (Gottschalk, 1986).

Como ya se menciond anteriormente, se han construido cepas etanologénicas
recombinantes de E. coli mediante la introduccién de vias heterélogas para producir
etanol por técnicas de ingenieria de vias metabdlicas. Una de las estrategias mas
utilizadas ha sido la integraciéon en cromosoma de los genes que codifican para la
piruvato descarboxilasa (pdc) y alcohol deshidrogenasa (adh) de Zymomonas mobilis
(Ohta et al, 1991; Hespell ef al., 1996). Existen varias razones por las que los genes de
Z. mobilis son utilizados como via heterdloga para producir etanol en otros
microorganismos como E. coli. Estd reportado que PDC tiene una Ky menor por
piruvato en comparacion a las enzimas que compiten por éste (Brau y Sahm, 1986;
Ingram y Conway, 1988). Adicionalmente, se ha comprobado que la estabilidad de los
RNAm’s de PDC y de ADH son elevadas (Mejia er al, 1992), por lo que grandes
cantidades de estas proteinas son producidas por la célula, promoviendo un alto flujo
glucolitico (Ingram et al, 1998). Otras estrategias han estado encaminadas a la
interrupcion de vias que compiten con el piruvato por la produccion de etanol (Ingram
et al., 1998; Ingram et al., 1999); la construccion de cepas que eliminen el fendmeno de
represion catabolica y puedan metabolizar pentosas y hexosas simultaneamente
(Nichols et al, 2001; Lindsay et al, 2003; Dien et al, 1999); asi como cepas que
producen etanol por la via homodloga con rendimientos mayores a las cepas

progenitoras (Kim ez aZ, 2007).

Una de las cepas mas exitosas, utilizada en demostraciones a escala piloto para
producir etanol a partir de hidrolizados de residuos agroindustriales, es la cepa KO11
(Onta et al,, 1991; Lindsay et al., 2003). Esta cepa derivada de E. coli W (Jarboe et al.,
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2007), tiene integrado en cromosoma los genes pdcy adh de Z. mobilis bajo el control
del promotor de la piruvato formato-liasa (pfl) (Ohta et al., 1991; Ingram et al., 1999).
En E. coli, el gen pfl es transcrito por 7 promotores, los cuales son coordinadamente
inducidos de 12 a 15 veces en condiciones anaerdbicas, siendo indispensable la
intervencion de las proteinas reguladoras FNR y ARCA (Sawers y Bock, 1988; Sawers
y Bock, 1989; Sawers y Suppmann, 1992). PFL es una enzima homodimérica, que
cataliza la conversion del piruvato en formato y acetil CoA, éste ultimo, indispensable

para el crecimiento en condiciones anaerobias (Sawers y Bock, 1988).

En la cepa KO11, la via heter6loga para la produccién de etanol fue integrada
en el cromosoma por recombinacién homologa doble, reestableciendo la actividad de
PFL. Con esta cepa creciendo en medio rico, se obtienen rendimientos de conversion
de una amplia variedad de azucares en etanol cercanos al teorico (ligeramente mayores
al 90%) incluyendo glucosa, manosa, xilosa, arabinosa, o mezclas de los mismos
(Nichols et al., 2001; Lindsay et al, 2003). Sin embargo, cuando se utilizan medios
minimos o hidrolizados de residuos agroindustriales, el rendimiento de etanol de la
cepa KO11 decae a niveles del 70% respecto al tedrico maximo. Por otra parte, al
utilizar glucosa o xilosa como fuente de carbono, la velocidad especifica de
crecimiento y el flujo glucolitico se incrementan en un 40 y 50% respectivamente, en
comparacion con la cepa progenitora (Tao et al, 2001). Este fendbmeno se repite en
diferente grado con otras cepas etanologénicas de E. coli (Huerta-Beristain et al,

2008).

Por otro lado, mediante estudios de micro-arreglos genéticos con la cepa KO11,
se ha reportado que durante la fermentacion de glucosa o xilosa, se induce en comun la
sobreexpresion de 6 genes involucrados en la via glucolitica (pfkA, haA, tpiA, gapA,
pgky pykF), asi como los genes xy/lA y xyIB, involucrados en el metabolismo de la
xilosa (Tao et al., 2001; Gonzalez et al., 2002). En estos estudios también se demostrd
que las actividades enzimaticas de XYLA y XYLB se incrementan alrededor de 2.5

veces en la cepa KO11 con respecto a la cepa E. coli B (Tao et al., 2001). Esto permite
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relacionar un incremento en la expresion de genes con el incremento en la actividad

enzimatica.

Se ha demostrado que utilizando células en reposo (células en las cuales se ha
arrestado el crecimiento, denominadas “resting cells”), la sobreexpresion de la enzima
piruvato cinasa de Bacillus stearothermophilus (Pykgs), en la cepa KO20 de E. coli
(homologa de KO11) se logra incrementar en 10% el consumo especifico de glucosa y
15% la velocidad especifica de produccion de etanol. Ademads, con la sobreexpresion
simultdnea de fosfofructocinasa homologa de E. coli (Ptkg.) y Pykss, se logré6 un
incremento del 25% en la velocidad especifica de consumo de glucosa, de 35% en la
velocidad especifica de produccion de etanol y una disminucion en la formacion de D-

lactato (50%) (Emmerling et al., 1999; Emmerling et al., 2000).

En nuestro laboratorio se transformo la cepa KO11 con el plasmido pLOI1594
(Martinez et al, 1999), el cual contiene el gen pdc de Zymomonas mobilis,
permitiendo incrementar cerca de 5 veces la actividad de piruvato descarboxilasa
utilizando medio minimo suplementado con glucosa (Huerta-Beristain er al., 2008).
Los valores de la velocidad especifica de crecimiento y de consumo de glucosa no
cambiaron en la cepa KO11/pLOI1594 respecto a KO11 durante la fase del cultivo en
fase exponencial. Sin embargo, la velocidad especifica de produccién de etanol se
incrementd en un 24%, reduciéndose la formacion de acidos organicos.
Adicionalmente, durante la fase estacionaria del cultivo, la velocidad especifica de
consumo de glucosa y de produccion de alcohol se incrementaron en 30% en la cepa
KO11/pLOI1594 con respecto a la cepa KO11, asi como también se increment6 en un
20% el rendimiento etanol/glucosa. Estos datos sugieren que -en parte- el flujo
glucolitico y de formacién de etanol no estan controlados dentro de la misma

glucolisis.

Tradicionalmente se le ha atribuido el control de la glucdlisis a las enzimas PFK

y PYK, sin embrago se ha reportado que aunque estas enzimas tienen un papel
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importante en la via, no son las que controlan directamente el flujo glucolitico (Schaaff

et al., 1989; Miiller et al., 1997; Koebman et al., 2002b; Plaxton, 2004).

Debido a que en condiciones anaerobias el rendimiento de ATP por molécula
de glucosa es menor comparado a condiciones aerobias, se ha propuesto que una
estrategia para incrementar la velocidad glucolitica consiste en el recambio de ATP,
canalizando el flujo a través de la via que conlleva a su generacion (Cornish-Bowden er
al., 1995). Datos reportados en la literatura para E. coli en condiciones aerobias,
sugieren que el control del flujo de carbono en la via glucolitica se encuentra fuera de
la misma y que ésta se relaciona a la alta demanda de ATP, que origina un incremento
en el flujo glucolitico (Koebman ef al., 2002a); A su vez, Smits y colaboradores (2000)
reportaron que el flux de la glucdlisis en S. cerevisiae se incrementa cuando hay una
mayor demanda de ATP o bien, cuando se induce por condiciones de estrés un mayor
consumo de ATP (Taherzadeh ef al., 1997; Garay-Arroyo et al., 2004). Sin embargo,
se ha demostrado que en Lactococcus lactis el flujo glucolitico en condiciones
anaerobias no esta controlado por la demanda de ATP (Koebman et al, 2002b), sino

por el transporte de glucosa (Papagianni et al., 2007).

En conjunto, los datos presentados en los parrafos precedentes sugieren que el
flujo glucolitico en cepas silvestres de E. coli puede ser incrementado, aunque no se
conoce exactamente qué mecanismos estan involucrados. Sin embargo, la reduccion
de otros productos de fermentacién parece ser un factor que permite incrementar el
flujo hacia la producciéon de etanol. Los estudios de micro arreglos sugieren que varios
pasos enzimaticos controlan el flujo glucolitico en cepas silvestres y/o etanologénicas
de E. coli. Sin embargo, el control del “flux” glucolitico parece ser que al menos en
KOI11 no esta dentro de la glucolisis (Huerta-Beristain ez al., 2008) y que una mayor
actividad de la enzima PDC permite canalizar una mayor porcidén de piruvato a la

formacién de etanol e incrementar el flujo glucolitico.

Es importante mencionar, que con el objetivo de obtener mutantes con altos

niveles de expresion de los genes heterdlogos pdcz, v adhz, para asi incrementar el
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rendimiento de etanol, la cepa KO11 fue sometida a presion de seleccion con elevadas
concentraciones de cloramfenicol de hasta de 600 pg/mL (Ohta et al, 1991). Esta
reportado que uno de los factores que influyen en la velocidad y tipo de mutaciones
que ocurren en poblaciones bacterianas, esta determinada por la presién de seleccion
en antibidticos (Martinez y Baquero, 2000). En el caso de la cepa KO11, no se conoce
la naturaleza de las mutaciones generadas al ser sometida a estos niveles de presion
selectiva, por lo que esta cepa no es un buen modelo para realizar estudios de ciencia

basica.

Lo anterior permite considerar la construccion de una nueva cepa
etanologénica, que no sea sometida a presion de seleccion y que tenga un fondo
genético conocido. Esta cepa generaria conocimiento basico acerca de los factores que

determinan una conversion eficiente de glucosa en etanol.

En este mismo contexto, existen reportes sobre qué sucede al sobreexpresar
algunas enzimas del metabolismo central, o bien al inactivar otras. Sin embargo, no
existe un estudio completo de regulaciéon metabdlica de toda la via glucolitica y de
produccion de etanol en condiciones anaerobias en cepas de E. coli silvestres y
etanologénicas. Esto representaria informacion detallada de qué pasos pudieran tener
un mayor control de la via glucolitica y de produccién de etanol en estas condiciones.
Por otro lado es importante para nuestro grupo el generar cepas etanologénicas propias
para estudios tanto basicos como de desarrollo tecnoldgico. Para este fin es necesario
analizar distintos linajes de E. coli, para posteriormente elegir la mejor candidata con
base en la velocidad especifica de crecimiento en cultivos no aireados, asi como los
niveles de sintesis de productos de fermentacion. Esta informacion indicaria cudles vias

competirian por la produccién de etanol y las harian blanco de manipulacién genética.
De tal manera, los objetivos principales de este proyecto se enfocaron a la

construccion de una cepa etanologénica de Escherichia coli con un fondo genético

conocido. Asi mismo, realizar un estudio de la regulacién metabolica de la glucolisis y

11
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del metabolismo del piruvato con células silvestres y etanologénicas, con el objetivo de

incrementar la velocidad especifica de produccion de etanol.

12
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3. OBJETIVOS E HIPOTESIS.

HIPOTESIS.

La caracterizacion de una cepa etanologénica de E. coli, construida con un
fondo genético conocido y seleccionada con base en altas velocidades de produccion y
rendimientos de etanol, permitird establecer los puntos clave metabdlicos y regulatorios
relacionados en el flujo glucolitico y de formacion de etanol, mediante el estudio de los

niveles de transcrito, asi como el analisis de las actividades enzimaticas.

OBJETIVO GENERAL.

Llevar a cabo un estudio de la regulacion metabdlica de las vias glucolitica y de
fermentacion en una cepa etanologénica de E. coli con alta velocidad de produccion y

rendimiento de etanol.

OBJETIVOS PARTICULARES.

Estudiar distintas cepas silvestres de E. coli con la finalidad de elegir un fondo

genético adecuado para la construccion de una cepa etanologénica.

Construir una cepa etanologénica de E. coli mediante la integracién en cromosoma

de los genes pdcz,y adhz, de Z. mobilis sobre el fondo genético seleccionado.

Determinar las velocidades especificas de consumo de glucosa y de acumulacion de

productos de fermentacién en la cepa silvestre y en su derivada etanologénica.

13
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Determinar y comparar las actividades enzimaticas de los pasos involucrados en la
glucolisis y del metabolismo de piruvato en condiciones no aireadas entre la cepa

silvestre y su derivada etanologénica.

Medir y analizar mediante RT-PCR los niveles de transcrito de la glucolisis, via de
las pentosas fosfato, Entner-Doudoroff, vias fermentativas y reguladores globales tanto

en la cepa silvestre como en su derivada etanologénica.
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4. MATERIALES Y METODOS.

Las cepas de E. coli evaluadas, asi como los plasmidos utilizados y construidos
en este trabajo se describen en las tablas 1 y 2, respectivamente. Finalmente, la cepa E.
coli C se utilizdé como cepa progenitora y la cepa etanologénica KO11 se utilizé como

control positivo.

Tabla 1. Cepas de E. coliusadas y construidas durante este trabajo.

cepa Caracteristicas Relevantes Referencia

W3110 Trp*  F’, ), INV (znuD-rnnE)1 Rec A*, Lac* Jensen, 1993

JM101 SupE, thi, A(lac-proAB),F’ Bolivar et al., 1977
MG1655 F, X, ilvG- tfb-50 1ph-1 Blattner et al.,, 1997
EcoliC Silvestre ATCC 8739
CCE14 E. coli C: pflB::pdc adhB cat Este trabajo

Orencio-Trejo et al., 2008

KO11 E coliW: pflB::pdc adhB cat, Afid Ohta et al, 1991
Jarboe et al., 2007

Tabla 2. Plasmidos usados y construidos durante este trabajo.

Plasmido Caracteristicas Relevantes Referencia

pLOI510 Cm" Derivado de pLOI295 que lleva los genes Ohta eral, 1991
de pdc y adh de Z. mobilis flanqueados por
fragmentos de reconocimiento del gen pfiB
para integrarse en el cromosoma de E. coli.

pTrc99A Derivado del vector de expresion pKK233-2 Pharmacia Biotech
que tiene al promotor de trc clonado antes del
sitio de clonacion maltiple (MCS) y el
terminador transcripcional fuerte rrnB.

pPPec Ap® Derivado de pTrc99a que lleva los genes ~Emmerling et al., 1999
pfkA'y pykF de E. coli.

pTrc-gapdh  Ap" Derivado de pTrc99A que lleva el gen Este trabajo
gapA de E. coli.
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Condiciones y Medios de Cultivo.

Generacion de bancos celulares.

Con el proposito de obtener indculos bajo las mismas condiciones a lo largo de
todo el estudio, asi como disminuir variaciones en los cultivos y fendémenos de
mutacion, se generaron bancos de células de las cepas E. coli C, KO11 y CCE14.
Cada una de las cepas se crecio en placas conteniendo medio Luria con glucosa (2%).
En el caso de las cepas KO11 y CCE14, las placas se prepararon con cloramfenicol
(Cm) 40 y 20 pg/mL respectivamente. Las cajas fueron incubadas a 30 °C por 24
horas. Posteriormente, se transfirieron 3 colonias a un tubo de ensayo estéril
conteniendo el mismo medio liquido y se incubaron a 37 °C y 250 rpm alrededor de 3
horas. De esta suspension se tomaron muestras de 1 mL y se mezclaron en crioviales
con un volumen similar de glicerol al 80%. Los crioviales se almacenaron a -70 °C en

un ultracongelador.

Condiciones de Crecimiento.

Las células congeladas en glicerol se sembraron en placas conteniendo medio
Luria Bertani con glucosa (20 g/L) para la cepa silvestre y Cm en una concentracion
de 40 y 20 pg/mL para las cepas etanologénicas KO11 y CCE14, respectivamente. Se
incubaron a 35 °C alrededor de 14 horas y se resembraron de manera sucesiva por 2
dias. A partir de esas células se tomaron 3 colonias y se resuspendieron en un tubo de
vidrio con 1 mL de M9 y se adicionaron al matraz que contenia el medio de cultivo
para el indéculo. El crecimiento del indculo se realizd en matraces de 500 mL,
conteniendo 200 mL de medio M9, con 20 g/L de glucosa como fuente de carbono,
temperatura de 35 °C y una agitacion de 120 rpm. Los indculos se incubaron alrededor
de 14 horas, hasta alcanzar una DOgyum de aproximadamente 1.0. Todos los cultivos

fueron inoculados centrifugando (5,000 rpm, 10 min y temperatura ambiente) la
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cantidad suficiente de indculo para obtener una DQOgqy inicial de 0.1 (0.037 gpcw/L), las

células fueron transferidas a cada cultivo resuspendiéndolas en el medio respectivo.

Medios de Cultivo.

La composicién del medio minimo M9 (Maniatis et al., 1982) para cultivo en
minifermentadores, contiene por litro: 6 g Na,HPO,; 3 g KH,PO,; 1 g NH,Cl; 0.5 g
NaCl; 2 mL de MgSO,7H,O 1M; 0.1 mL de CaCl, 0.1 M; 0.1 mL de Tiamina 1
mg/mL (esterilizada por filtracion); 40 g de glucosa como fuente de carbono; y

cloramfenicol a las concentraciones ya mencionadas para las cepas etanologénicas.

Condiciones de Cultivo.

Los cultivos no aireados se realizaron en sistemas de mini-fermentadores o
mini-fleakers (Beall ef al, 1992), con un volumen de trabajo de 200 mL. La
temperatura se control6 a 35 °C y el pH a 7.0 mediante la adicion automatica de KOH
2 N. Para garantizar el mezclado de los nutrientes, los cultivos se mantuvieron a una
velocidad de agitacion de 100 rpm. Es importante mencionar que los cultivos inician
en condiciones aerobias y posteriormente se transforman en anaerobios gracias al
crecimiento celular. Las actividades enzimaticas fueron verificadas en extractos
celulares cosechados durante el crecimiento exponencial (6 h), asi como durante la fase

estacionaria (20 h). Los experimentos fueron llevados a cabo por duplicado.

El sistema de mini-fermentadores o Fleakers (Figural) consta de:

a) Un control de temperatura, el cual esta integrado por un bafio con agua, un sensor
de temperatura y un termocirculador de agua.
b) Un control de pH, integrado por 6 electrodos, 6 controladores y 6 valvulas

(solenoides) para la adicién de base.
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¢) Un sistema de agitacion o parrilla magnética para 6 magnetos (rango de 50-850
rpm).

d) 6 Mini-fermentadores o fleakers con un volumen nominal de 250 mL, cuyo sistema
de agitacion consiste en un agitador magnético en forma de cruz de 1 pulgada, y en la
tapa contienen puertos para electrodo de pH, venteo, adicion de base y toma de

muestra.

O

Figura 1. Sistema de minifermentadores (fleakers) utilizados en este proyecto.

Métodos Analiticos.

Concentracion celular.
La densidad optica fue medida a 600 nm en un espectrofotometro Beckman

(DU-70) y convertida a peso seco de células (DCW: Dry cell weight), de acuerdo a una

curva de calibracion: 1 DOgypun=0.37 gpcw/L. Todas las muestras fueron centrifugadas
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(5,000 rpm y temperatura ambiente); el paquete celular se desechd y el sobrenadante se

congeld para su posterior analisis.

Determinacién de glucosa y acidos organicos.

La determinacion de glucosa presente en el sobrenadante se realizd6 con un
analizador enzimatico, utilizando D-glucosa oxidasa inmovilizada (YSI Modelo 2700;
Yellow Springs Instruments, Ohio USA). Los resultados fueron confirmados por
cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (HPLC). Los productos de fermentacion
como acidos organicos (acético, fébrmico, succinico, lactico, piravico, etc.) y glicerol,
también fueron determinados por HPLC. Para lo anterior se utilizd un cromatdgrafo
Waters (modelo U6K, Millipore Co., Milford, MA) y H,SO, 5 mM como fase moévil
(0.5 mL/min) a 50 °C. La separacién se llevd a cabo isocraticamente usando la
columna Aminex HPX-87H (Biorad). La deteccion de los compuestos separados, se
llevé a cabo simultaneamente con un detector de arreglo de diodos (Waters 996) y un
detector de indice de refracciéon (Waters 410). El andlisis y procesamiento de datos se
realizd con el sistema Millenium (Version 3.01 Waters). Las temperaturas interna y
externa de la columna fueron ajustadas a 45 y 50 °C respectivamente. Los
sobrenadantes de las muestras a analizar se filtraron con membranas de 0.45 um y se
inyectaron automadticamente con ayuda del autoinyector (Waters 717). Para la
confirmacién de la glucosa y los productos analizados por HPLC se inyectaron
estandares de glucosa, acidos organicos, etanol e intermediarios metabolicos. Los
datos obtenidos de las concentraciones de cada uno de los compuestos medidos, se

calcularon con un método de Calibracién-Interpolado del mismo software.

Determinacion de etanol.

La determinaciéon de etanol se llevd a cabo por cromatografia de gases
(cromatografo de gases Agilent, Serie 6850, Wilmington, D.E.) utilizando como
estandar interno 1-butanol. Se utilizé helio como fase mévil (5.0 mL/min, 19.05 pst y
65 cm/s) a través de una columna capilar (Innowax 19091 N-133E) de 30 m de

longitud, 0.25 mm de didmetro interno y con un espesor de pelicula de 0.25 ym (J&W
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Scientific). El volumen de sobrenadamente inyectado automadaticamente fue de 0.2 pl.
La deteccion de los compuestos separados se llevd a cabo con un detector de
1onizaciéon de llama (FID-1A) a 250 °C. El analisis y procesamiento de datos se realizo
con el programa Agilent Cerity QA/QC. Las temperaturas del horno fueron ajustadas
con rampas de temperatura de 80 hasta 200 °C y la del detector a 250 °C.

Extraccion de RNA vy sintesis de cDNA.

La extraccion de RNA total se llevdo a cabo mediante el método de fenol
caliente equilibrado en agua (Flores er al., 2004). E1 RNA total se traté con DNasa y se
cuantifico por densitometria en geles en agarosa al 1.2%. El cDNA se sintetiz6 por el
método de sintesis de primera cadena de DNA utilizando iniciadores o “primeros”
especificos (Tabla 3). Este cDNA se usé como templado para los ensayos de RT-PCR.
La reproducibilidad del método se determiné a través de dos experimentos separados

de sintesis de cDNA a partir de dos fermentaciones diferentes de cada cepa.

PCR de tiempo real (RT-PCR).

El PCR de tiempo real se realiz6 con el ABI Prism 7000 Sequence Detection
System (Perkin Elmer/Applied Biosystems), utilizando el kit SYBR Green PCR
Master Mix. (Perkin Elmer/Applied Biosystems). Las condiciones de amplificacion
fueron 10 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 s y 60 °C por 60 s de
forma intercalada. Los iniciadores para la amplificacion especifica (Tabla 3) se
disefiaron con el programa Primer Express software (PE Applied Biosystems). El
tamano de todos los amplimeros fue de 101 pb. La concentracion final de los
iniciadores, en un total de 15 pL fue de 0.2 uM. Se agregaron 5 ng de cDNA a cada
reaccion. Todos los experimentos se realizaron por triplicado para cada gen de cada
cepa. Se incluy6 siempre un control sin templado y con la mezcla de reaccidén para
cada gen. La técnica de cuantificacion utilizada para analizar los datos fue el método

244¢r descrito por Livak and Shmittgen (2001).
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Todos los datos se normalizaron utilizando el gen 74fB como control interno
(“housekeeping gene”). Este gen codifica para una proteina involucrada en el
curvamiento necesario para la recombinacion sitio-especifica y replicacién del DNA.
También estd relacionada en regulacion transcripcional y traduccional. La
normalizacion se realizd con el fin de ajustar la concentracion de cDNA de las
muestras, ya que se detectd el mismo nivel de expresion del gen 7iAfB en todas las
cepas en las condiciones de cultivo del presente estudio y estudios previos con otras
variedades de E. coli (Flores et al, 2005a). Posteriormente, se hizo una segunda
normalizacion considerando como 1.0 el nivel de transcripcion de todos los genes para
cepa E. coli C, excepto los genes pdcz,y adhz,, en los cuales se consider6 como 1.0 el
nivel de transcripcion de la cepa etanologénica KO11. Por lo tanto, los datos estan
reportados como valores de expresion relativa, comparados al nivel de expresion de la
cepa E. coli Cy en el caso de pdcz, y adhz, a la cepa KO11. Los datos presentados en
la seccion de resultados son los promedios de dos experimentos independientes, cada
uno realizado por triplicado. Los valores de expresién obtenidos por RT-PCR para
cada gen difieren en menos del 30%. Sin embargo, para validarlos fue aplicada la

prueba #student con un valor de o < 0.05.

Tabla 3. Iniciadores utilizados para los estudios de RT-PCR y para amplificacion de
productos de PCR para secuenciacion nucleotidica.

Gen Nombre Secuencia del primero
primero
Glucolisis
ptsG ptsGa 5'- AAMAGCGACAGGTACCAGCG -3
ptsGb 5’- CGCGCAGACGGGTAATACAT -3’
glk glka 5- GAAGCGGTCATTCGCGTTTA -3’
glkb 5- GTCATCGCCACCCAGTCAC -3’
pei pgia 5- ACTAACGGTCAGCACGCGTT -3’
pgib 5- TCAGAGAGCGGGTTATGGGT -3’
pIkA pfka 5- CCATGTAGGAACCGTCACCG -3’
pfkb 5- GTTGGCGGATGAAAATGTCC -3’
fbaA fbaAa 5- GGAAATCGAACTGGGTTGCA -3’
fbaAb 5- CGTAATCAACGTCTTCCGGC -3’
tpiA tpiAa 5- AACTCCGGCTCAGGCACAG -3’
tpiAb 5- AGCCGCCGTACTGAATGATC -3’
gapA gapAa 5’- GGCTCCGCTGGCTAAAGTTA -3’
gapAb 5- GGCCATCAACGGTTTTCTGA -3’
pek pgka 5- AGATTACCTCGACGGCGTTG -3’
pgkb 5- TGGACAGGGTTTCGTCGTCT -3’
gpmA gpmAa 5’- AGGCGTAAGCGAAGCAAAAG -3
gpmAb 5- GGGTATGGATAGCGCGTTTC -3’
eno enoa 5- GTTTCGTCGGTATGGCAGCT -3’
enoB 5- GCCTTTACCCAGGAAACGG -3’
DVkA pykAa 5- CGTTACCACGTTAGGCCCAG -3’
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pykAb 5’- GCGAGCCGTGAGAAAAGTTC -3’
PYKF pykFa 5- TGTCTGGTGAATCCGCAAAA -3’
pykFb 5’- CTCGAGACGGCTGTTCATCA -3’
Via de las pentosas fosfato
zwfl zwfa 5’- GCACGCGTAGTCATGGAGAA -3
zwfb 5’- CGGTAAACCTGGCACTCCTC -3’
gnd gnda 5’- GATCGGCGTAGTCGGTATGG -3’
gndb 5’- TCTTCTCACGGGAACGGTTG -3’
e rpea 5’- GCCAATGGTGCTGAAATCCT -3’
rpeb 5’- CAGCGAAATCAGGCACAATG -3
piA rpiAa 5’- GATGGGCGGCACTTCAGTAT -3’
rpiAb 5’- GCCTTTCATTGTACCGAGCG -3’
piB rpiBa 5’- GAGAGGTTGATGGCGGGATT -3’
rpiBb 5’- AGGTTCGCTACAGACGACCG -3
thktA tktAa 5’- AGTCCTGTGGCGTGATTTCC -3’
tktAb 5’- AGATCAGCATGGAGCCGTG -3’
tktB tktBa 5’- CCCGAAAAGACCTTGCCAAT -3’
tktBb 5’- AATATCAGCCATGCCCATCG -3’
talA talAa 5’- CTCAAAATCGTACCCGGTCG -3’
talAb 5’- TACAAGTCCACCAGATGGCG -3’
talB talBa 5’- ACCGTAGTGGCCGACACTG -3’
talBb 5’- GGAATCTGCGCTGCGTTAAG -3’
eda edaa 5’- ATCCGTGCTATCGCCAAAGA -3’
edab 5’- AACTGTGCACCCGCTTCAGT -3’
edd edda 5’- GTACCGCTGATGGCACGTCT -3’
eddb 5’- GCTTTGAGCAGTTCACGCAC -3

Metabolismo fermentativo

ackA ackAa 5’- CTGGTTCTGAACTGCGGTAGTTC -3’
ackAb 5’- GGCAGGTGGAAACATTCGG -3’
adhE adhEa 5’- AAGTCCCTGTGTGCTTTCGG -3’
adhEb 5’- TGCAGAGCCTGACCATCAGA -3’
fidA frdAa 5’- TCTCTCAGGCCTTCTGGCAC -3’
frdAb 5- TTTTTTCTCGCCGAGGTGAC -3’
frdB frdBa 5’- TTGAGGTGGTGCGCTATAACC -3’
frdBb 5’- GCCCAGCGCATCCAGTAAT -3
f#dC frdCa 5’- ACCGAAAGCGGCCAATATC -3’
frdCb 5’- GGATTACGATGGTGGCAACC -3’
frdD frdDa 5’- TGGTCGCGTATTCCTGTTCC -3’
frdDb 5’- CCGCAGGTACGTGGATTTTC -3’
fimA fumAa 5’- ATGTCGATCAACTGCAAGCG -3’
fumAb 5’- GAAGCCGCCGTGTTTTTTAC -3
fumB fumBa 5’- GTACCCTCGGTACTGCAGCC -3’
fumBb 5’- AGCGCTTGCTAACTTGACGG -3’
fumC fumCa 5’- CCCTAACGACGACGTGAACA -3’
fumCb 5’- GAGGAATGAGTTGCTTGCGC -3’
1IdhA ldhAa 5’- GGCGTGATGATCGTCAATACC -3’
1dhAb 5’- ACGTCCATACCCAACGAACC -3’
mdh mdha 5’- CGGGTCTGCAACCCTGTCTA -3’
mdhb 5’- CGTAGGCACATTCGACAACG -3
pfIB pflBa 5’- AAGGTTCCTGCAAAGCGTACA -3
pflBb 5’- GTAAACGTCGAACACGCCCT -3’
pflID pflDa 5’- AAAGTCCGCGCTCGCTTAAT -3’
pflDb 5- TCTTTGCAGTAGTGGCGCAA -3’
pta ptaa 5’- ACAATGTTGATCCGGCGAAG -3’
ptab 5’- CATATCGATCGCACGAGTCG -3’
poxB poxBa 5’- AAAAGCCGATCGCAAGTTTC -3
poxBb 5’- GGTGAATGGCTTTCTCGCTC -3’
pdczy, pdc-zma 5’- GACAAAGTTGCCGTCCTCGT-3’
pdc-zmb 5’- ATGGTAGCAACTGCGCCAC -3’
adhzy, adh-zma 5’- TTACCCCGATGGTTTCCGT -3’
adh-zmb 5’- TTCAAATGCGTGGGTCAGAG -3’
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Algunos transportadores y reguladores relacionados al transporte de glucosa

galP galPa 5’- CATGTATTACGCGCCGAAAA -3’
galPb 5’- TGGCAAGTACGTTGGTCAGG -3’
lamB lamBa 5- AACTTCCTCTGGCGGTTGC -3’
lamBb 5’- ACCTGTCCAACCAATACCGG -3’
mgIB mglBa 5’- CCAGCATGTTATTCGGTGCC -3’
mglBb 5’- AGCCTTGCGCACTACAGACA -3
crp crpa 5’- ACCCGTCAGGAAATTGGTCA -3’
crpb 5’- TTACCGTGTGCGGAGATCAG -3’
mlic mlca 5’- GGTCCAGTCTCGCGTATCGA -3’
mlcb 5’- TCTTGCACCAGGTGTGCTTC -3’
Otros reguladores
far fnra 5’- CGGAAAAGCGAATTATACGGC -3’
fnrb 5’- TTCGTTGAGTGTGAACGGGA -3’
fruR fruRa 5- TCTTGTGATCCCCGATCTGG -3’
fruRb 5’- AGCAGGCAATCAGCAGTTGA -3’
1hfA ihfAa 5’- GGCGAACAGGTGAAACTCTCTG -3
ihfAb 5’- GTAATGGGAATATCCTCGCCC -3’
1hfB ihfBa 5’- GCCAAGACGGTTGAAGATGC -3’
ihfBb 5’- GAGAAACTGCCGAAACCGC -3’

Preparacion del extracto celular para ensayos enzimaticos.

La determinacion de proteinas se llevd a cabo por el método de Bradford. Los
ensayos enzimaticos fueron realizados mediante métodos descritos anteriormente
(Martinez et al., 1999; Peng et al, 2003). Para todos los ensayos anzimaticos, las
células fueron cosechadas de los mini-fermentadores a las 6 horas (fase exponencial) y
20 horas (fase estacionaria) por centrifugacion a 12,000 rpm de 3-5 min a 4 °C. A
continuacidn, se lavaron 2 veces en amortiguador de cosecha y permeabilizacion Tris-
HCI 100 mM pH 7.0 (Tris base 0.1 M; DTT 2 mM; EDTA 0.1 mM; MnSO, 5 mM,;
KCI 20 mM). Posteriormente, los paquetes celulares se resuspendieron en 1 mL de
amortiguador de permeabilizacion y se sonicaron (Sonicador Soniprep 150) con 4
pulsos de 15 s cada uno con una amplitud de 14-16 micrones, separando cada pulso
con 1 minuto y manteniéndolos en hielo con etanol. Finalmente, se removieron los
restos celulares centrifugando 10 minutos a 10,000 rpm y a 4 °C. El extracto crudo
resultante, se usd para determinar la actividad enzimdtica o se guardd a -20 °C.

Todas las operaciones se llevaron a cabo en hielo.
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La actividad enzimatica especifica es reportada como unidades internacionales
por miligramo de proteina celular total [pmol/(min-mg.wina)], 1a cual se define como
la cantidad de enzima necesaria para convertir 1 umol de sustrato a un producto

especifico por minuto por mg de proteina.

Calculos:

Actividad volumétrica:
Uszenziva/ mL = [(A A340nm / min)(1mL)] / [(6.22)(Veo)].

340nm = Longitud de onda empleada.

1 mL = Mezcla final de reaccién.

6.22 cm™-mM! = coeficiente de extincion milimolar de NAD*, NADH y NADP a 340
nm. (SIGMA quality control test for alcohol dehydrogenase and Worthington Enzyme
Manual, 1972).

Vec= Volumen del extracto celular empleado, (0.1 o0 0.05 mL).

Actividad especifica:
Ul / mgproteina = (actividad volumétrica UI / mL) / (Mgproteina / ML)

Determinacién de proteinas por el Método de Bradford (mgoteina / mL).

Protocolos para la determinacion de actividades enzimaticas.

Glucosa PEP fosfotransferasa (PTS).

Reaccion:
Glc6 P
deshidrogenasa

(Zwf)
PEP + glucosa—— glucosa 6-fosfato + NADP —» fosfogluconolactona + NADPH

Condiciones:
El ensayo se desarrolla a 30 °C y pH de 8.4 en Tris-HC1 0.1 M (Tris-HCI 0.1M;
MgCl, 0.01M).
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Mezcla de reaccion:
DTT 1 mM; NADP*1 mM; Glucosa 10 mM; Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G-6-PDH) 3 U; Fosfoenolpiruvato (PEP) 10 mM.

Resumen del ensayo:

El ensayo de actividad del sistema de fosfotransferasa (PTS) es una reaccidon
acoplada con la reaccion catalizada por la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(ZWF) que cataliza la reaccion desde glucosa-6-fosfato a fosfogluconolactona,
monitoreando la reduccion de NADP a 340 nm, como lo describen Peng y Shimizu,
(2003).

Hexoquinasa (HEX).
Reaccion:
Glc6 P
deshidrogenasa
hexoquinasa (Zwf)

Glucosa + ATP—— glucosa 6-fosfato + ADP + NADP — 6-fosfogluconolactona +
NADPH

Condiciones:
El ensayo se desarrolla a 30 °C y pH de 7.5 en Tris-HC1 0.1 M (Tris-HC1 0.1 M;
MgCl, 0.06 M).

Mezcla de reaccion:
DTT 1 mM; NADP® 0.5 mM; ATP 2 mM; Glucosa 15 mM; Glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH) 2 U.

Resumen del ensayo:
El ensayo de actividad de la enzima hexoquinasa (HEX) es una reaccién

acoplada con la reaccion catalizada por la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
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(ZWF) que cataliza la reaccion desde glucosa-6-fosfato a fosfogluconolactona,
monitoreando la reduccién de NADP a 340 nm, como lo describen como lo describen
Peng y Shimizu (2003).

Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (ZWF).

Reaccion:

Glucosa-6-P + NADP* 2t 6-fosfogluconolactona + NADPH

Condiciones:
El ensayo se desarrolla a 30 °C y pH de 7.8 en Tris-HCl 0.1 M (Tris—HCI
0.1M; MgCl, 0.006 M).

Mezcla de reaccion:
DTT 1mM; NADP" 1 mM; Glucosa 6-fosfato 2 mM.

Resumen del ensayo:

El ensayo de actividad de ZWF es una reaccion en la cual se monitorea la
reduccién de NADP" a 340 nm, (no esta acoplada) como lo describen Peng y Shimizu
(2003).

Fosfoglucosa isomerasa (PGI).

Reaccion:

Glucosa-6-P + NADP* — 2% 6-fosfogluconolactona + NADPH + H*
Pgi

Fructosa-6-P
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Condiciones:
El ensayo se desarrolla a 30 °C y pH de 7.8 en Tris-HCl 0.1 (Tris-HCI 0.1M;
MgCl, 0.2 M).

Mezcla de reaccion:
NADP+ 0.5 mM; Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH) 1 U; Fructosa
6-P sal de sodio 2 mM .

Resumen del ensayo:
El ensayo de actividad de PGI es una reaccion acoplada con la reaccion
catalizada por ZWF, monitoreando la reduccion de NADP" a 340 nm como lo

describen Peng y Shimizu (2003).

Fosfofructocinasa (PFK).

Reaccién:

Fructosa-6-fosfato + ATP — X Fructosa-1,6-bifosfato + ADP

Fructosa-1,6-bifosfato Aldolsa  y, Dihidroxiacetona-fosfato + Gliceraldehido 3-P

Gliceraldehido 3-P <L Dihidroxiacetona-P + NADH + H —S?®2, Glicerol 3-P + NAD

Condiciones:
El ensayo se desarrolla a 30 °C y pH de 7.0 en Imidazol 0.05 M.

Mezcla de reaccién:
ATP 0.05 mM; MgCl, 5 mM; EDTA 1 mM; NADH 0.25 mM; Fructosa 6-P sal
de sodio 0.25 mM; Aldolasa 0.5 U; Glicerofosfato deshidrogenasa 0.5 U; Triosa

fosfato isomerasa 0.5 U.
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Resumen del ensayo:

El ensayo de actividad de PFK es una reaccion acoplada con la reaccién
catalizada por la aldolasa, gliceraldehido 3P deshidrogenasa y triosa fosfato isomerasa
monitoreando la oxidacion de NADH a 340 nm como lo describen Peng y Shimizu

(2003).

Fructosa 1,6-bifosfato aldolasa (FBA).

Reaccion:

D- Fructosa-1,6-bifosfato

FBA L’
«—
Gliceraldehido-3-fosfato «—— Dihidroxiacetona-3-fosfato

Determinacién de Actividad;

D- Fructosa-1,6-bifosfato — "™, Fructosa-6-fosfato #<*°™%2 Glucosa-6-fosfato

Glucosa-6-fosfato + NADP  &c6F deshidrogenass. - 6_olyyconolactona + NADPH

Condiciones:

El ensayo se desarrolla a 30 °C y pH de 7.0 en Imidazol 0.05 M (Imidazol
0.05M; KC10.1 M; MgCl, 0.01 M).

Mezcla de reaccion:
EDTA 1 mM; NADP 0.25 mM; Fructosa 1,6 bifosfato 2 mM; Fosfoglucosa
1somerasa 0.5 U; Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH) 0.5 U.
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Resumen del ensayo:
El ensayo de actividad de FBA es una reaccidon acoplada con la reaccién
catalizada por la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, monitoreando la oxidacion de

NADP a 340 nm como lo describen Peng y Shimizu (2003).

Triosa fosfato isomerasa (TPI).

Reaccion:
GAP __™ DAP
DAP + NADH + H* —SP% _§  Glicerol-3-P + NAD*
Condiciones:

El ensayo se desarrolla a 30 °C y pH de 7.8 en Trietanolamina 0.3 M.

Mezcla de reaccion:
NADH 0.2 mM; Glicerofosfato deshidrogenasa 1 U; Gliceraldehido 3-Fosfato
5 mM.

Resumen del ensayo:

El ensayo de actividad de TPI es una reaccién acoplada con la reaccion
catalizada por glicerofosfato deshidrogenasa (GDH) que cataliza la reaccién desde
dihidroxiacetona fosfato a glicerol 3-fosfato, monitoreando la oxidacion de NADH" H

a 340 nm, como lo describen Peng y Shimizu (2003).
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Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

Reaccion:
D-Gliceraldehido-3-fosfato + NAD™ giceraldehido 3P deshidrogenasa |1 3 difosfoglicerato + NADH + H*

Determinacion de Actividad:

aldolasa

Fructosa 1,6 bisfosfato » Gliceraldeido 3-P + Dihidroxiacetona fosfato

Gliceraldeido 3-P + NAD* __gliccraldchido 3P deshidrogenasa » 1,3 difosfoglicerato + NADH + H*

Condiciones:
El ensayo se desarrolla a 30 °C y pH de 8.1 en Tricina 0.1 mM, K,HPO, 5 mM,
Arsenato de sodio 20 mM y DTT 2 mM.

Mezcla de reaccion:
Fructosa 1,6 bisfosfato 2 mM; NAD* 1 mM; Aldolasa 1 U.

Resumen del ensayo:

El ensayo de actividad de gliceraldehido 3-P deshidrogenasa (GAPDH) es una
reaccion acoplada con la reaccion catalizada por la aldolasa que cataliza la reaccion
desde fructosa 1,6 bisfosfato a dihidroxiacetona-P y gliceraldehido 3-P, monitoreando

la reduccion del NAD a 340 nm como lo describen Peng y Shimizu (2003).
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Fosfoglicerato cinasa (PGK).

Reaccion:
3-fosfoglicerato + ATP —FSX__J  ADP + 1,3-difosfoglicerato

1,3-difosfoglicerato + NADH + H* —S222E_, Gliceraldehido-3-P+ NAD*

Condiciones:
El ensayo se desarrolla a 30 °C y pH de 7.8 en Trietanolamina 0.1 M
(Trietanolamina 0.1 M; MgSO, 0.002 M).

Mezcla de reaccion:
EDTA 1 mM; ATP 1 mM; 3-Fosfoglicerato 10 mM; GAPDH 20 U/mL;
NADH 0.3 mM.

Resumen del ensayo:
El ensayo de actividad de PGK es una reaccion reversible acoplada con la
reaccion catalizada por GAPDH, monitoreando la oxidacién del NADH a 340 nm

como lo describen Peng y Shimizu (2003).

Fosfoglicerato mutasa (PGM).

Reaccion:
Glicerato-3-p  fsfoglicerato mutasa (R{jcerato-2-P

Determinacion de actividad:

Glicerato-3-p fosfogliceratomutasa o, (Jljcerato-2-P
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Glicerato-2-P —<sa_y, PEP + H,0

PEP+ ADP — 2 Piruvato + ATP

Piruvato + NADH + H'— P2 J T T.actato + NAD*

Condiciones:
El ensayo se desarrolla a 30 °C y pH de 7.8 en Tris-HC1 0.1 M (Tris-HC1 0.1M;
MgCl, 0.01 M).

Mezcla de reaccion:
NADH 0.3 mM; ADP 1 mM; Enolasa 1 U, Piruvato kinasa 1 U; Lactato
deshidrogenasa 1 U; 3-Fosfoglicerato 1 mM.

Resumen del ensayo:

El ensayo de actividad de la fosfoglicero-mutasa (PGM) es una reaccion
acoplada con la reaccidn catalizada por la lactato deshidrogenasa (LDH) que cataliza
la reaccién desde piruvato a lactato, monitoreando la oxidaciéon de NADH"H a 340

nm, como lo describen Maitra y Lobo (1971).

Piruvato cinasa (PYK).

Reaccidn:

PYK LDH

Fosfoenolpiruvato + ADP— ATP + Piruvato + NADH +H — L- Lactato + NAD"

Condiciones:
El ensayo se desarrolla a 30 °C y pH de 7.5 en Tris-HCI 0.1 M (Tris-HCl
0.1M; MgCl, 0.015 M).
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Mezcla de reaccion:
ADP sal de sodio 5 mM; DTT 1 mM; KCI 10 mM; Fosfoenolpiruvato 0.5 mM,;
NADH sal de sodio 0.25 mM; LDH 10 U.

Resumen del ensayo:
El ensayo de actividad de PYK es una reaccién acoplada con la reaccién
catalizada por la LDH, monitoreando la oxidacién de NADH a 340 nm como lo

describen Peng y Shimizu (2003).

Piruvato formato liasa (PFL).

Reaccion:

piruvato

Piruvato 2@ Formato + Acetil-CoA

Determinaciodn de actividad;

piruvato citrato malato

Piruvato hidreensgs Acetil-CoA 2%, Oxalacetato + NAD dehidrosenasal Malato + NADH +H

Condiciones:
El ensayo se desarrolla a 30 °C y pH de 6.5 en Tris-HC1 0.1 M (Tris-HCl 0.1
M; DTT 0.01 M).

Mezcla de reaccion:
NAD" 1 mM; CoA 0.2 mM; L-malato 5 mM; Citrato sintasa 4 U, Malato
deshidrogenasa 20 U; Piruvato de sodio 50 mM.

Resumen del ensayo:
El ensayo de actividad de la enzima piruvato formato liasa (PFL) es una

reaccion acoplada con la reacciones catalizadas por las enzimas citrato sintasa que
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cataliza la reaccion de acetil-CoA a oxalacetato y por la enzima malato deshidrogenasa
que cataliza la reaccion de oxalacetato a malato, monitoreando la reduccion del NAD

a 340 nm, como lo describen Peng y Shimizu (2003).

Lactato deshidrogenasa (LDH).

Reaccidn:

lactato

Piruvato + NADH" ___dshidogenasa T actato + NAD'

Condiciones:
El ensayo se desarrolla a 30 °C y pH de 7.0 en fosfato de potasio (KH,POy4) 0.1 M.

Mezcla de reaccion:
NADH 0.15 mM; piruvato de sodio 0.75 mM.

Resumen del ensayo:

El ensayo de actividad la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) es medida
directamente con la adicién de piruvato, monitoreando la oxidacion de NADH a 340
nm como lo describen Peng y Shimizu (2003) y Van der Werf ef al (1997).

Piruvato decarboxilasa (PDC).

Reaccion:

Piruvato € Acetaldehido + CO, + NADH+H —2P% 3 Etanol + NAD"
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Condiciones:
El ensayo se desarrolla a 30 °C y pH de 6.5 en K-MES-MgCl, (K-Mes 0.05M;
MgCl, 0.005 M).

Mezcla de reaccion:
NADH 0.15 mM; Tiamina pirofosfato (TPP) 0.1 mM; Piruvato 5 mM; Alcohol
deshidrogenasa (ADH) 10 U.

Resumen del ensayo:
El ensayo de actividad de la piruvato decarboxilasa (PDC) es una reaccién
acoplada a la alcohol deshidrogenasa (ADH) monitoreando la reduccion de NAD a

340 nm, como lo describe Hoppner et al. (1983) y Conway et al. (1987).

Alcohol deshidrogenasa (ADH).

Reaccién:
Etanol + NAD* ___2PH o Acetaldehido + CO, + NADH+H
Condiciones:

El ensayo se desarrolla a 30 °C y pH de 8.5 en Tris-HCl (Tris-HCI 0.03 M +

0.288 mL de etanol absoluto por cada 5 mL de amortiguador de enzima).

Mezcla de reaccion:
NAD 20 mM.

Resumen del ensayo:

La actividad de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) es monitoreada por la

reduccion del NAD™ a 340 nm, como lo describe Conway et al. (1987).
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Resultados y Discusion.

5. RESULTADOS Y DISCUSION.

Caracterizacidon de cuatro cepas silvestres de E. coli en condiciones no

aireadas.

Para iniciar con el primer objetivo particular del proyecto y construir una cepa
etanologénica, se analizaron varias cepas silvestres. Una de ellas fue la cepa silvestre
E. coli C, asi como otras provenientes del linaje de E. colf K-12 (W3110, JM101 y
MG1655) (Tabla 1). Este estudio se realizé con la finalidad de elegir una cepa silvestre
que en condiciones no aireadas presentara una alta velocidad especifica de crecimiento
y de consumo de glucosa, asi como la localizaciéon de un producto de fermentacion
mayoritario. El encontrar un producto mayoritario indicaria que el promotor de el/los
genes que codifican para las enzimas involucradas en esa via en particular, son fuertes
y por lo tanto, blanco para la integracion en cromosoma de los genes piruvato

decarboxilasa (pdcz,) y alcohol deshidrogenasa (adhz,) de Z. mobilis.

La caracterizacion se llevd a cabo en minifermentadores en condiciones no
aireadas, en medio mineral M9 con 40 g/L de glucosa. Se determin6 la velocidad
especifica de crecimiento (u), la velocidad especifica de consumo de glucosa (qci), y la

velocidad especifica de formacidn de productos de fermentacion (q,) (Tablas 4, 5y 6).

Tabla 4. Constantes cinéticas y crecimiento celular en condiciones no aireadas.

Jaic Jaic Y
Cepa H Fase Fase Biomasa/glucosa
Exponencial Estacionaria &
W3110 0.32  +0.01 1.06 +0.09 0.50 =+0.01 0.20 =+0.01
JM101 0.41 +0.02 2.11 +0.14 0.67 +0.02 0.06 +0.02
MG1655 0.30 +0.02 2.61 +0.05 0.49 =+0.05 0.11 =+0.05
E. coliC 0.51 =+0.02 3.95 =+0.10 0.97 =+o0.15 0.12 =+0.15

p= Velocidad especifica de crecimiento (1/h).

qai = Velocidad especifica de consumo de glucosa (g glc /gpcw. h).
+ Desviacion estandar de tres experimentos independientes.

Y= Rendimiento
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Tabla 5. Velocidades especificas de formacidén de acidos organicos, glicerol y etanol

(gp) en fase exponencial.

Cepa Acetato Formato Succinato Lactato Glicerol Piruvato  Etanol
W3110 0.64 +0.02 1.12 #0002 0.15 #0.004 0.07 +0.006 0.11 +0.01 0 0.43 +0.01
JM101 0.70 #0.05 1.12 #0.09 0.12 +0.02 0.04 +0.003 0.12 +0.01 0.03 +£0.008 0.27 *0.18
MG1655 0.60 +0.05 0.85 z0.10 0.10 +0.01  0.04 =0.01 0 0 0.40 +0.05
E. coliC 1.15 015 196 +0.19 0.20 +0.02 0.09 +0.05 0 0 0.72 +0.09

gpr = Velocidad especifica de formacién de producto (g producto /gpcw. h).
+ Desviacion estandar de tres experimentos independientes.

Tabla 6. Velocidades especificas de formacion de acidos organicos, glicerol y etanol

(qp) en fase estacionaria.

Cepa Acetato Formato Succinato Lactato Glicerol  Piruvato Etanol

W3110 0.07 +0.01 0.16 +0.09 0.02 =+0.01 0.27 +0.01 0.02 £0.002 0.02 £0.002 0.07 +0.07

JM101 0.007 +0.02 0.07 +0.14 0.05 +0.02 0.48 +0.02 0 0 0.06 *0.01
MG1655 0.06 =+0.02 0.12 £0.05 0.02 +0.05 0.23 %0.05 0 0 0.08 +0.003
E. coli C 0.08 +0.02 0.21 +0.10 0.06 =+0.15 0.73 *0.15 0 0.09 +0.03 0.09 +0.002

gp = Velocidad especifica de formacion de producto (g producto /gpcw. h).
+ Desviacion estandar de tres experimentos independientes.

La cepa W3110 presenta una p menor comparada con las cepas JMI101 y
E. coli C. Ademas, las qgic’s en fase exponencial y estacionaria fueron las mas bajas
respecto a las otras cepas evaluadas (Tabla 4), lo que hace evidente que la cepa W3110
no crece bien en condiciones anaerobias. En fase exponencial, W3110 produce formato
a una mayor velocidad, seguido de acetato. En fase estacionaria, W3110 present6 la
segunda mayor velocidad de produccion de formato (Tabla 6), llegando una
concentracion final similar a la de la cepa E. coli C, pero en el doble de tiempo (Figura
2 E). Asi mismo, como se muestra en la Figura 3, la cepa W3110 destina la mayor
cantidad de carbono hacia la sintesis de biomasa respecto a las otras cepas evaluadas.
Esta caracteristica no es deseable, ya que el objetivo es convertir la mayor cantidad

posible de carbono en etanol.
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Figura 2. Caracterizacion de cepas silvestres en medio mineral M9 con 20 g/L de
glucosa.

W3110 (@), IM101 (A), MG1655 (V), E. coli C (O).
Biomasa (A), glucosa (B), acetato (C), piruvato (D), formato (E), lactato (F), etanol (G) y

succinato (H).
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La cepa JM101 presentd una (g tanto en fase exponencial como estacionaria
relativamente bajas respecto a la cepas E. coli C y M(G1655. Por otro lado, destina la
menor cantidad de carbono hacia la sintesis de biomasa respecto a las demds cepas
evaluadas (Figura 3). Respecto a la produccién de dcidos organicos (Qscdos) durante la
fase exponencial, la cepa JM101 produjo acetato a una velocidad similar a W3110 y
mayor a la cepa MG1655 (Tabla 5). La qomat fue similar a la de la cepa W3110. En
general, las velocidades especificas de produccion de succinato, lactato y glicerol fueron
bajas (Tabla 5). Sin embargo, la cantidad de carbono acumulado como piruvato es la
mayor respecto al de las otras cepas evaluadas (Figura 2 D). En fase estacionaria, la
cepa JM101 presentd la segunda mayor Qucawo, llegando a una concentracion final de
alrededor de 8 g/L (Figura 2 F). Esto concuerda con el balance de carbono presentado
en la Figura 3, donde se observa claramente que esta cepa destina la mayor parte del
carbono hacia la produccién de lactato. De acuerdo a lo anterior, la cepa JM101 podria
ser considerada una buena candidata para la produccioén de etanol, ya que destina el
carbono principalmente hacia un solo producto, el cual podria ser un blanco para
modificacién genética. Sin embargo, en los cultivos realizados se observaron agregados
celulares que podrian representar dificultades adicionales en el futuro, por lo que esta

cepa fue descartada.

La cepa MG1655 present6 una p baja respecto a las cepas JIM101 y E. coli C, no
obstante, la qg,. fue la segunda mayor en fase exponencial (Tabla 4). Sin embargo, la
gacic €n fase estacionaria fue, junto con la obtenida en la cepa W3110, la menor de todas
las cepas evaluadas. Esta caracteristica es importante y desfavorable en este caso, ya
que los cultivos para producciéon de etanol son realizados en medio mineral con
concentraciones elevadas de glucosa, por lo que la fase estacionaria es larga. Como se
observa en la Figura 3, la cepa MG1655 no destina el carbono de forma mayoritaria
hacia un solo producto, mas bien lo destina de forma balanceada hacia la produccion
de lactato, etanol (por la via homologa), formato y acetato (Figura 2 F-G-E-C). Debido
a esta distribucion de carbono, seria dificil determinar un blanco de modificacién
genética para integrar la via etanologénica heterodloga, por lo que esta cepa también fue

descartada.
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Carbono
Cepas recuperado (%)
W3110 104.13
JM101 105.82
MG1655 108.83
E. coli C 108.96
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Figura 3. Distribucion del carbono en las cepas silvestres de E. colr al final del cultivo

(48 h). Datos presentados en porcentaje de carbono.

La cepa E. coli C present6 la p mas alta, asi como la mayor qg. en ambas fases
del cultivo (Tabla 4). Como se observa en las Figuras 2 y 3, esta cepa no canaliza
mucho carbono hacia la sintesis de biomasa y no produce glicerol. En contraste,

destina la mayor cantidad de carbono hacia la producciéon de lactato y formato, que
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llegan a ser de alrededor de 10 y 6 g/L respectivamente (Figura 2 F-E). Estas
concentraciones finales son alcanzadas en la mitad del tiempo respecto a las demas
cepas evaluadas, lo que da por resultado un tiempo de cultivo significativamente menor
(Figura 2 A). Esta caracteristica es muy importante al pensar en una cepa de
produccién. De acuerdo con la produccién final de formato, se considerd al promotor
del gen de la piruvato formato liasa (pf]) como un blanco potencial para hacer la
integracion en cromosoma de la via heter6loga para la produccién de etanol. Dadas
estas caracteristicas, E. coli C se selecciond como progenitora para construir la nueva

cepa etanologénica.

Construccion de la cepa etanologénica derivada de E. coli C.

Como parte del objetivo general del proyecto y con la finalidad de contar con
una cepa etanologénica en un fondo genético adecuado y conocido, se construyd una
nueva cepa etanologénica proveniente de E. coli C. Esto se llevd a cabo integrando a
cromosoma los genes piruvato decarboxilasa (pdcz,) y alcohol deshidrogenasa (adhz,,)
de Z. mobilis bajo el promotor de la piruvato formato liasa (pfl). Para la integracién en
cromosoma se utilizo el plasmido pLOI510 (Tabla 2). Este vector tiene un tamafio de
12.6 Kb y contiene los genes pdcz, adhz, y cat flanqueados por sitios de
reconocimiento para el gen de pfl (Ohta ef al, 1991). Para garantizar que la seleccion
de colonias resistentes a cloramfenicol tuvieran integrados en cromosoma los genes
heterélogos, a este plasmido se le escindi6 la parte de la secuencia que contenia el
origen de replicacion mediante una digestion con la enzima Sa/l. Posteriormente, la
secuencia que contenia los genes pdcz, y adhz, se ligd, dando como resultado un
plasmido de 8.6 Kb. Finalmente, una cantidad de alrededor de 3 pg de plasmido se

electropord en la cepa E. coli C.

Las colonias obtenidas con la estrategia antes mencionada se seleccionaron en
cajas Petri, con medio LB glucosa (20 g/L) y cloramfenicol de 20 upg/mL.

Posteriormente, se eligieron al azar algunas de ellas y se evalu6 la produccion de CO,
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en tubos con medio LB glucosa (20 g/L). La evaluacién de la produccion de etanol se

realizd en mini-fermentadores (fleakers). La cepa finalmente seleccionada fue

denominada CCE14 (E. coli C etanologénica).

Crecimiento y produccion de acidos organicos.

Se realizaron cultivos no aireados con la nueva cepa CCE14, en medio M9 con
40 g/L de glucosa en mini-fermentadores (fleakers), bajo condiciones controladas de
temperatura (35 °C), agitacion (100 rpm) y pH (7.0). La evaluacion se realizo
comparandola con la cepa parental E. coli C y utilizando a la cepa etanologénica KO11

como control positivo. Los resultados se muestran en las Tablas 7, 8 y 9.

Tabla 7. Constantes cinéticas y crecimiento celular de las cepas estudiadas en cultivos
no aireados.

daic date Densidad
Cepa u Fase Fase celular
Exponencial Estacionaria maxima

EcoliC 042 +0.005 2.73 +0.02 1.11 011 1.28 +0.07
CCE14 0.38 001 3.68 +0.12 1.20 +0.10 1.07 +0.09
KO11 0.45 +001 3.49 +0.09 0.97 10.06 1.39 +0.04

u = Velocidad especifica de crecimiento (1/h).

dact = Velocidad especifica de consumo de glucosa (g glc/g pew h).

Densidad celular maxima obtenida al inicio de la fase estacionaria = (g pcw/L).
+ Desviacion estandar de tres experimentos independientes.

Tabla 8. Velocidades especificas de produccion de acidos organicos y etanol, en fase
exponencial y condiciones no aireadas.

Cepa Acetato Formato Succinato Etanol
E. coliC 0.95 +0.08 1.21 +0.03 0.29 +0.03 0.58 +0.05
CCE14 0.39 +0.04 0.67 +0.04 0.28 +0.04 2.08 +0.01

KO11 0.79 +0.04 1.59 +0.02 ND 1.63 +0.01

g, = Velocidad especifica de produccion (g producto/g pcw h).
+ Desviacion Estandar de tres experimentos independientes.
ND No detectado.
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Tabla 9. Velocidades especificas de produccion de dcidos organicos y etanol, en fase
estacionaria y condiciones no aireadas.

Cepa Acetato Formato Succinato Lactato Piruvato Etanol

E. coliC 0.14 +0.07 0.26 +0.06 0.04 +0.01 0.26 +0.04 0.25+0.02 0.12 +0.06
CCE14 0.04 +0.08 0.05 +0.04 0.06 +0.01 0.01 #0.015 ND 0.68 +0.01
KO11 0.10 +0.01 0.19 *0.02 ND 0.03 +0.05 0.01 +0.001 0.37 +0.03

g, = Velocidad especifica de produccion (g producto/g pcw h).
+ Desviacion estandar de tres experimentos independientes.
ND No detectado

Con los datos presentados en las tablas anteriores es posible conocer el perfil de
produccién de acidos organicos y etanol de la cepa CCE14. La p fue similar para las
tres cepas, sin embargo, comparadas con la cepa silvestre, la (g en fase exponencial
fue mayor en 28 y 34 % en las cepas etanologénicas KO11 y CCE14 respectivamente.

Durante la fase estacionaria, la cepa etanologénica CCE14 tuvo la mayor (g.. El

rendimiento biomasa/glucosa (Y,,,) para la cepa CCE14 fue ligeramente menor a las

demas, relacionado con el hecho de que alcanzd una menor concentracién celular

(Tabla 7).

Como se observa en la Tabla 8, durante la fase exponencial la nueva cepa
etanologénica produjo acetato y formato a velocidades menores a las que presentaron
las cepas E. coli C y KO11, mientras que produjo succinato a la misma velocidad que
la cepa progenitora. Sin embargo, produjo etanol a una velocidad mayor a la cepa

etanologénica KO11.

En fase estacionaria, la cepa CCE14 produjo acidos organicos, pero a baja
velocidad, mientras que la velocidad especifica de produccion de etanol (qgon) fue 80%
mayor que la velocidad de la cepa KO11 y 400% mayor que la de la cepa progenitora
(Tabla 9). Al final del cultivo, la produccion de etanol de la cepa CCE14 fue mayor en
un 20% comparada con la cepa KO11 (Figura 4). Considerando que por cada gramo de

glucosa pueden producirse 0.51 g de etanol y de que el cultivo se alimentd con 40 g/L
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de glucosa, los rendimientos de etanol respecto al tedrico maximo fueron de 15, 90 y
70%, para E. coli C, CCE14 y KO11, respectivamente.

20
CE. coliC
—CCE14
o 197 . KO11
o
2 10
8
L
5_
0

Figura 4. Produccion de etanol de las cepas E. coli C, KO11 y CCE14 a las 30 h en
medio M9 con 40 g/L de glucosa.

Regulacion metabolica a nivel enzimatico.

Como parte de los objetivos particulares del proyecto, se montaron los
protocolos para determinar las actividades enzimaticas de la glucélisis y del
metabolismo del piruvato en condiciones no aireadas (Peng er al, 2003; Conway,
1987). Los ensayos fueron realizados en las tres cepas, a las 6 horas durante la fase de
crecimiento exponencial, y a las 20 horas durante la fase estacionaria. Los ensayos
enzimaticos se realizaron por triplicado y se muestra el resultado de tres experimentos

independientes.
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Actividades enzimaticas de PDC 2, y ADH 2,

Las actividades enzimaticas de PDC_, y ADH2,, tanto en la fase exponencial
como en la estacionaria en la cepa CCE14 fueron alrededor de 5 y 4 veces mayores que
en KOI11 (Figura 6). Aunque la via heter6loga para la produccién de etanol fue
integrada en cromosoma utilizando la misma estrategia para ambas cepas
etanologénicas, se encontraron diferencias significativas tanto en los niveles de
actividad enzimatica, como en los de transcrito de ambos genes (como se mostrara
posteriormente). Este fendmeno puede deberse a que los linajes de los cuales provienen
las cepas KO11 y CCE14 son diferentes. Es posible también que estas diferencias estén

relacionadas a la presion de seleccion a la cudl fue sometida la cepa KO11.

A I KO11
—ICCE14

Ul/mg proteina

;4B
©
£
[
3 2-
Q
[=2]
£ —T—
=
1_
o I [ ]
PDC 7, ADH,,,

Figura 5. Valores de Actividades enzimaticas (Ul/mg prot) de PDC~,, y ADH_, en las
cepas KO11 y CCE14.

Fase exponencial (A), Fase estacionaria (B).
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Efecto de la actividad enzimatica de PDCz, y ADHz,, sobre las enzimas de glucolisis y

fermentacidn.

Durante la fase exponencial (Figura 6), en la cepa CCE14 las enzimas con
niveles de actividad mayores respecto a la cepa progenitora E. coli C fueron PTS, PGK
y ZWPF. Estos datos correlacionan con el hecho de que la cepa etanologénica consume
la glucosa a una velocidad mayor (Tabla 7), mientras que el incremento en la actividad
de PGK sugiere que la sobreexpresion de los genes que codifican para PDC_,y ADH 2,
modifican el balance de ATP/ADP. Esta reportado que en condiciones aerobias, una
alta demanda de ATP causa un incremento en el flujo glucolitico en E. coli (Koebmann
et al., 2002a). Dentro del mismo contexto, se ha demostrado que en Lactococcus lactis
el control de la glucdlisis reside en gran parte, en procesos fuera de la via, tales como el

transporte de glucosa (Papagianni ez al., 2007).

De acuerdo a los resultados obtenidos, es evidente que la via heterdloga de
produccion de etanol incrementa el flujo glucolitico, de ahi el incremento en la
produccién y consumo de ATP. El ATP también es producido cuando hay formacion
de acetato, sin embargo, CCE14 no produce acetato durante la fase exponencial. Al
parecer, las células tratan de aumentar la formacion de ATP a través de un incremento
en la sintesis de PGK, aunque no se observd aumento en el nivel de actividad de PYK.
Al observar este comportamiento de PYK y pensando que se podria incrementar atin
mas el flujo glucolitico, la cepa CCE14 fue transformada con el plasmido pPEC, que
sobreexpresa los genes pfkA y pykF'de E. coli (Tabla 2) (Emmerling et al., 1999). Con
esta cepa (CCE14/pPEC) se llevaron a cabo cultivos con 40 g/L de glucosa bajo las
condiciones ya descritas (datos no mostrados). En resumen, no se observaron cambios
en la velocidad especifica de crecimiento, el consumo de glucosa ni el rendimiento de
etanol en relacion a la cepa CCE14 sin el plasmido, por lo que se descartd una posible

limitacién en la glucolisis por la enzima PYK.
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Figura 6. Actividades enzimaticas especificas de la cepa etanologénica CCE14,
normalizadas con respecto a la cepa progenitora E. coli C.

Fase exponencial (A), Fase estacionaria (B).

En la fase exponencial, las enzimas TPI, GAPDH, LDH y PFL presentaron
niveles de actividad por debajo de los de la cepa progenitora (Figura 6 A). Esto
correlaciona con la reduccion en la produccion de formato y lactato (Figura 7 D-G). A
pesar de la baja actividad de TPI en la cepa CCE14, ésta parece no afectar el flujo
glucolitico. Asi mismo, en los cultivos realizados no se detecto6 glicerol, lo que indicaria
una baja tasa de interconversion entre dihidroxiacetona fosfato y gliceraldehido 3-

fosfato.
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Al observar el bajo nivel de actividad de GAPDH en CCE14 respecto a la cepa
progenitora durante la fase exponencial (Figura 6 A), se construyé un plasmido para
sobreexpresar el gen gapA de E. coli (Tabla 2). Lo anterior se hizo pensando en
favorecer la generacién del NADH necesario para balancear el NAD™ producido en la
reaccion catalizada por la enzima ADHz,. La cepa CCE14 fue transformada con este
plasmido (CCE14/ pTrc-gapdh) y se llevaron a cabo cultivos con 40 g/L de glucosa
(datos no mostrados). No se observaron modificaciones en la velocidad especifica de
crecimiento, sin embargo, la velocidad de consumo de glucosa y el rendimiento de
etanol disminuyeron en alrededor de 10% en relacion a la cepa CCEI14. Estos
resultados sugieren que el plasmido y su inducciéon dieron como resultado una carga
metabolica para la bacteria. Informacién publicada posteriormente reportd que mas
alld de incrementar el NADH disponible en la célula, el consumo de éste gracias a la
expresion de una NADH oxidasa heter6loga, puede favorecer el incremento del flujo

glucolitico (Vemuri et al., 2005).

Durante la fase estacionaria, la comparacion entre CCE14 y la cepa progenitora
indic6 que el nivel de la enzima lactato deshidrogenasa fue menor en la cepa
etanologénica. Esta reportado que LDH se activa alostéricamente por piruvato (Tarmy
et al., 1968), de esta forma la acumulacion de piruvato en E. coli C correlaciona con la
produccién de lactato (Figura 7 C-G). En contraste, KO11 y CCE14 no almacenaron
piruvato y el lactato se produjo durante la fase estacionaria del cultivo (Figura 7 C-G).
Especificamente, en CCE14 los bajos niveles de lactato correlacionan con la

disminucidn de la actividad especifica de la enzima LDH (Figura 6).

En fase estacionaria, las enzimas PTS, FDP, GAPDH, PGK y PYK presentaron
niveles de actividad mayores en la cepa CCE14 respecto a E. coli C. Sin embargo, se
observo un incremento en el nivel de actividad de PYK y GAPDH en CCEl4
comparado con la cepa KO11 (datos no mostrados). Estas diferencias entre las cepas
etanologénicas fueron consistentes con el incremento del 80% en la (qron) en la cepa

CCE14 respecto a KO11 en fase estacionaria (Tabla 9).
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El incremento en el nivel de actividad de PYK y GAPDH en la cepa CCE14
respecto a KOI11, indica una relacion entre la sobreexpresion de la via heterdloga que
da como resultado una alta produccion de etanol, con la generacion de ATP e

intercambio de poder reductor.

Esta reportado que el flujo a través de GAPDH esta regulado por la velocidad
de recambio de NADH/NAD" intracelular (De Graef er al, 1999; Garrigues et al.,
1997). Asi mismo, el NADH es un inhibidor competitivo de GAPDH (Zhu et al,
2005). De acuerdo a lo anterior y a los resultados obtenidos en este estudio, es posible
que en fase exponencial, la baja actividad de GAPDH en la cepa CCE14 esté
relacionada con los altos niveles de NADH. En fase estacionaria, el incremento en el
nivel de actividad de GAPDH podria estar relacionado al balance redox de la célula, ya
que se observaron incrementos en los niveles de actividad de las enzimas ADH , (que

permite el recambio NADH+H"-NAD) y PDC_,,.

Los resultados sugieren que la elevada velocidad de produccién de etanol esta
directamente relacionada a los altos niveles de actividad de PDC_,, y ADH~,, lo que a
su vez origina altas velocidades de transporte de glucosa, sintesis de ATP y recambio
de poder reductor. Estos resultados también demuestran que las actividades
enzimaticas, tanto de E. coli W como de E. coli C bajo condiciones de fermentacion,
son suficientes para contender con los incrementos en las velocidades de consumo de

glucosa y formacién de productos.

Efecto de la actividad enzimética de PDC, y ADH3,, sobre el perfil de fermentacién y

flujos de carbono.

El perfil de fermentacion se presenta en la Figura 7. La Figura 7 A-B muestra los
resultados obtenidos para la formacion de células y el consumo de glucosa. Como se
describe en la Tabla 7, durante la fase exponencial las velocidades de consumo de

glucosa de las dos cepas etanologénicas fueron mayores comparadas con la cepa
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silvestre, en un 28% y 34% para KO11 y CCE14, respectivamente. Esto indica que el
flujo glucolitico se incrementd como resultado de la expresion de pdcz, y adhz,. Estos
resultados correlacionan con reportes de la cepa KO11 en presencia de xilosa (Tao er

al., 2001) y glucosa en medio LB, donde la velocidad de consumo de glucosa fue 50%

mayor para KO11 respecto a la cepa E. coli B (Gonzalez et al., 2002).
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Figura 7. Caracterizacidon de la cepa E. coli C y las cepas etanologénicas CCE14 y

KO11, en medio mineral M9 con 40 g/L de glucosa.

Formacién de biomasa (A), glucosa (B), piruvato (C), formato (D), etanol (E), acetato (F),

lactato (G) y succinato (H).
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Aunque la p fue similar en las tres cepas, el crecimiento celular maximo al inicio
de la fase estacionaria fue similar s6lo para las cepas KO11 y E. coli C, y menor para la
cepa CCE14 (Tabla 7). Estos resultados, y los datos presentados en la Figura 7 indican
que CCE14 dirige un mayor flujo de carbono hacia la produccién de etanol que a la

sintesis de biomasa.

La Figura 7 C muestra que no hay produccion de piruvato en las cepas
etanologénicas, sin embargo la cepa progenitora produce una cantidad considerable
(alrededor de 3 g/L) durante la fase estacionaria (Figura 7 C). La produccion de
formato al término de la fermentacidon en la cepa KO11 y en E. coli C fue similar
(alrededor de 9 g/L) (Figura 7 D), mientras que en CCE14 fue menor a 2 g/L. Estos
resultados, aunados al hecho de que PDC_~, posee una Ky menor por piruvato (0.4
mM) respecto a las otras enzimas que compiten por éste mismo metabolito en
condiciones de fermentacién (Brau y Sahm,1986; Neale et al., 1987), indican que existe
un fendmeno de competencia en el nodo de piruvato. De este modo, los altos niveles de
actividad tanto de PDC 2, como de ADH 2, permiten dirigir el carbono de forma mas
eficiente a través de la via heterdloga para la producciéon de etanol, en comparacion con

las vias para producir 4cidos organicos.

Aunque el flujo glucolitico en la cepas CCE14 y KO11 fue similar durante la
fase exponencial (las primeras 6 horas del cultivo), la qgon fue 27% mayor en la cepa
CCE14 (Tabla 7). Es claro que el incremento en la produccion de etanol en la cepa
CCE14 fue a expensas de la produccion de acidos organicos (Tablas 8 y 9; Figura 7), ya
que no hubo formaciéon de piruvato o lactato. Dentro del mismo contexto, las
producciones de acetato y formato fueron significativamente menores comparadas a los
de las cepas KO11 y E. coli C, mientras que para ésta ultima el formato y el acetato

fueron los productos mayoritarios (Figura 7 E-D-F).
Estos resultados indican que el flujo glucolitico puede ser controlado por la

mayor conversion del piruvato en etanol, a través de la actividad enzimatica de PDC,

y ADH_z, en E. coli etanologénica. También es posible sugerir que otras vias
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fermentativas que permitan la regeneraciéon del NAD®, como se lleva a cabo en la

reaccion catalizada por ADHz,, pueden tener el mismo efecto.

Durante la fase estacionaria, la cepa CCE14 produce etanol 80% mas rapido que
la cepa KOI11 (Tabla 9). En relacion con lo anterior, las actividades enzimaticas
especificas de PDC_z, y ADH_, fueron 6 y 4.7 veces mayores respectivamente para
CCE14 (Figura 5). Como fue mencionado, el rendimiento de etanol respecto al tedrico
méaximo al término de la fermentacién fue de 15, 90 y 70% en E. coli C, CCE14 y

KO11, respectivamente.

Regulacion Metabdlica a nivel transcripcional.

Se analizaron los niveles de transcrito de 50 genes involucrados en el
metabolismo central de carbono en la cepa CCE14. El andlisis fue llevado a cabo
durante la fase exponencial y los valores fueron normalizados respecto a la cepa
progenitora E. coli C. Debido a que la cepa progenitora no tiene la via heteréloga para
la producciéon de etanol, los niveles de transcrito de los genes pdc:, y adhz, fueron
normalizados con respecto a la cepa KO11 y se analizaron tanto en fase exponencial
como estacionaria. La prueba #student con un valor de o < 0.05 fue aplicada en los
valores normalizados, para determinar diferencias significativas en los niveles de

expresion de los genes analizados. Los resultados se muestran en la Figura 8.
Transcrito de pdcz, y adhz.

Se encontré relacion entre los incrementos en los niveles de transcrito de pdcz, y
adhz,, 4.51 y 9.06 veces respectivamente (Figura 8), y los valores de actividad

enzimatica, 5.07 y 3.77 veces respectivamente (Figura 5), para la cepa CCE14 en

comparacion con KO11. Se ha reportado que el RNAm de pdcy, y adhz, es mas
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estable que otros transcritos en Z. mobilis, lo que favorece la produccién de altos

niveles de estas enzimas etanologénicas (Mejia et al., 1992).

En fase estacionaria también se encontrd una correlacion para los transcritos
(3.66 y 4.78 respectivamente para pdcz, y adhz,) y los niveles de actividad enzimatica
(5.96 y 4.40 respectivamente) para la cepa CCE14 en relacién a KO11. A pesar de que
los valores absolutos de la actividad enzimatica de PDC,, y ADH ~, bajan alrededor de
un 50% durante la fase estacionaria (Figura 5), el incremento en la velocidad especifica
de produccién de etanol (Tablas 8 y 9) correlaciona con los altos niveles de transcrito y
los elevados niveles de actividad enzimatica en la cepa CCE14 en relacion a KO11. Lo
anterior coincide con reportes en la literatura en donde se ha observado que tanto en
fase exponencial como en estacionaria, estas enzimas permanecen en altas
concentraciones (An et al., 1991). Esta caracteristica es muy importante, ya que se ha
reportado que grandes cantidades tanto de PDC como de ADH son necesarias para la

produccién de etanol (Ingram y Conway, 1988).

Los resultados de la Figuras 5 y 6 claramente muestran que los incrementos en
los niveles de actividad de las enzimas participantes en la via heter6loga para la
produccion de etanol dirigen el flujo de carbono en la cepa CCE14. Estos resultados
también confirman que son esenciales altos niveles de ambas enzimas para incrementar
la velocidad de produccion de etanol. Las células ajustan su metabolismo a lo largo de
la via glucolitica para abastecer el fluyjo de carbono necesario y la concentracion de
piruvato es sustancialmente reducida por los altos niveles de expresion de los genes
heterélogos pdcz, y adhz, Los incrementos entre los niveles de transcritos y de
actividad enzimatica demuestran la eficiente traduccién de PDC,, y ADH_2, cuando

son sobreexpresadas.
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Figura 8. Valores de RT-PCR de la cepa CCE14, normalizados con respecto a la cepa
parental E. coli C durante la fase exponencial.

Los niveles de transcrito de los genes sobreexpresados estan encerrados en linea continua. Los
niveles de transcrito de los genes expresados a un valor bajo estan encerrados en linea
punteada. Los genes que no estan enmarcados no tuvieron cambio significativo.

Transporte de Glucosa y Fosforilacion.

Como se mencion6 anteriormente, la qg.. (Tabla 7) y el nivel de actividad
enzimatica de PTS, responsable del transporte de glucosa (Figura 6), fueron 30 y 50%

mayores respectivamente en la cepa CCE14 en relacion a la cepa E. coli C en fase
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exponencial. Con los datos anteriores de velocidad y actividad enzimatica se demostrod
que no habia limitacidén por transporte en la cepa CCE14. Para corroborar estos datos,
se midieron los niveles de transcrito de pzsG, asi como otros genes relacionados a la
regulacion del metabolismo de glucosa (Figura 8). Los resultados indicaron que el gen
ptsG, el represor transcripcional mic (Nam et al., 2001), el transportador de glucosa de
alta afinidad /amB (Flores et al, 2005), la glucosa cinasa gk, asi como mgi/B'y crp,
presentaron niveles mas altos de transcrito en la cepa CCE14 en relacién a E. coli C
(Figura 8). Estd reportado que cuando E. coli silvestre crece en concentraciones
micromolares de glucosa, sintetiza galactosa y maltodextrinas (Flores et al, 2005).
Estos carbohidratos sirven como autoinductores que desreprimen la sintesis de los
sistemas de transporte de alta afinidad por glucosa, como mg/B 'y lambB, responsables
del transporte de glucosa en estas condiciones (Flores ef al, 2005). En el mismo
contexto, se ha demostrado que en cultivos de E. coli silvestre llevados a cabo en
quimiostato, genes como mglB y lamB estan sobreexpresados en respuesta a
condiciones de glucosa no limitantes a glucosa limitantes (Hua e al., 2004). Por otro
lado, se ha reportado que el transcrito de crp es alto cuando la célula detecta limitacion
de glucosa (Postma ef al., 1996). Los cultivos realizados en este proyecto se llevaron a
cabo en una concentracion relativamente alta de glucosa (40 g/L). Sin embargo, los
resultados de los niveles de transcrito obtenidos, aunados a los datos de la literatura
sugieren que la cepa CCEl4 detecta una limitacidon parcial de glucosa. Este
comportamiento es quizd debido al incremento en las velocidades tanto glucolitica
como fermentativa, de ahi la posibilidad de que se induzca una respuesta, que permita
a la célula introducir mas glucosa a través de la sobreexpresion de los genes de
transporte regulados por CRP, asi como la induccidén de transportadores alternos de
glucosa. Debido a los altos niveles en que se transcriben estos genes, es posible sugerir
que otros sistemas podrian estar involucrados en la fosforilacién de glucosa en la cepa
CCE14. De forma interesante, en esta cepa el nivel de transcrito de glk (gen que
codifica para la glucosa cinasa GLK, proteina que fosforila glucosa) fue
significativamente alto, probablemente como consecuencia de la sobreexpresion de

genes heterdlogos, como fue propuesto por Arora y Pederson (1995).
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GlucOlisis.

En general, solo se detectaron pequefios cambios en los niveles de transcrito de
los genes relacionados a la glucolisis. Por ejemplo, en la cepa CCE14 los niveles de
transcrito de fbaA, gapA'y pgk fueron mas altos que los de la cepa E. coli C (Figura 8).
En E. col, el gen gapA es transcrito por al menos 4 promotores, tres son reconocidos
por la RNA polimerasa Ec” y uno de ellos por la RNA polimerasa Ec*. Esta region
regulada diferencialmente permite la produccion de grandes niveles de transcrito en
una amplia variedad de condiciones (Charpentier et al, 1994). Por otro lado, en
y-proteobacterias como £E. coli los genes pgk y fba son co-transcripcionalmente
expresados utilizando dos promotores, aunque so6lo uno de ellos es requerido para
obtener una alta produccion de las proteinas PGK y FBA en presencia de glucosa
(Bardey et al., 2005). Se ha propuesto que cuando la glucosa esta presente en el medio
de cultivo, los genes ptsG, gapA y pgk son coordinadamente activados por un
mecanismo dependiente de la proteina EII°", la cual a su vez, es codificada por el gen
ptsG (Charpentier ef al, 1998). Los resultados obtenidos con la cepa CCE14
correlacionan con los resultados antes descritos, dados los incrementos encontrados en

los niveles de transcrito de los genes baA, pgky ptsG.

Al comparar los datos de transcrito (Figura 8) con los de actividad enzimatica
(Figura 6), se observd que soélo el nivel de actividad enzimatica de PGK fue mayor, e
incluso la actividad de GAPDH fue menor en la cepa CCE14 comparada con la de
E. coli C. Como se discuti6 anteriormente, es posible que a pesar del alto nivel de
transcrito del gen gapA, la baja actividad enzimatica de GAPDH en fase exponencial
esté relacionada a un nivel elevado de NADH, que se une de forma competitiva a esta

enzima e inhibe la reaccion (Zhu et al., 2005).

Debido a que algunos de los transcritos y actividades enzimaticas no mostraron
la misma tendencia en la glucolisis, es posible que se lleven a cabo fenomenos de
control postranscripcional o cortes de RNA, permitiendo la produccion de RNAm's

individuales con una estabilizacion selectiva (Mejia er al, 1992). Estos procesos
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permiten la adaptacion de la expresiéon de genes a variaciones en las condiciones
ambientales (Kimata ef a/, 2001). También es posible suponer que los niveles tanto de

transcrito como de las enzimas son suficientes para llevar a cabo su funcidn catalitica.

Via Pentosas Fosfato y Entner-Doudoroff.

El gen zwf, que codifica para la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, juega
un papel importante en la distribucion de carbono en el nodo de glucosa 6-fosfato. Esta
enzima dirige el flujo de carbono hacia el brazo oxidativo de la via de las pentosas
fosfato (PPP), dependiendo de la disponibilidad de NADP*. En la cepa CCE14, el nivel
de transcrito del gen zwf'no cambio6 respecto al de la cepa E. coli C (Figura 8), sin
embargo, el nivel de actividad enzimdtica de ZWF se increment6 7 veces en CCE14
(Figura 6). De forma similar, el nivel de transcrito del gen gnd, el cual codifica para la
enzima fosfogluconato deshidrogenasa, fue 2.01 veces mayor respecto a la cepa
progenitora. Esta reportado que la actividad especifica de la enzima codificada por el
gen gnd es independiente de la naturaleza de la fuente de carbono utilizada para el
crecimiento (Kornberg, 1973), por lo que no es de extrafiarse que este gen se encuentre
en un nivel mas alto. De forma contrastante, el nivel de transcrito del gen rpiB que
codifica para una de las isoenzimas de la ribosa-P isomerasa fue mas alto 6.31 veces,
mientras que el de la otra isoenzima, codificada por el gen rpiA fue menor 0.71 veces.
Las enzimas transcetolasas, codificadas por los genes tktA y tktB, y las transaldolasas,
codificadas por los genes talA y talB interconectan la glucolisis con el brazo oxidativo
de la via de las pentosas. Los resultados obtenidos muestran que en la cepa CCE14 los
niveles de transcrito de tktB'y talA fueron menores 0.46 y 0.56 veces respectivamente,
mientras que los transcritos de tktA y talB no sufrieron cambios respecto a la cepa
E. coli C. Estos resultados sugieren que la via de las pentosas fosfato es “flexible” y
muy probablemente las velocidades cataliticas involucradas en esta via sean muy

similares en las dos cepas evaluadas.
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Inesperadamente, el nivel de transcrito de los genes edd 'y eda, que codifican
para las enzimas 6-fosfogluconato deshidratasa y 2-ceto-3-deoxy-6-fosfogluconato
aldolasa, en la via de Entner Doudoroff (ED) fueron mas altos 2.17 y 2.24 veces
respectivamente en la cepa CCE14 comparados con la cepa parental (Figura 8). Estos
resultados sugieren que la via ED es funcional en estas condiciones. Esta posible
funcionalidad coincide con el bajo nivel tanto de transcrito como de actividad de la
enzima TPI en esta misma fase del cultivo, lo cual tiene relacién con que uno de los
pasos en los que la via de ED se incorpora a la via glucolitica es a nivel del
gliceraldehiado-3-P. A pesar de estas coincidencias, esta reportado que para cultivos
aerobios con glucosa, el flujo de carbono por ED es escaso (Flores ef al., 2002; Conway
1992). Adicionalmente, el rendimiento de ATP a través de esta ruta es menor en
comparacién a la via glucolitica (Sprenger, 1996). Considerando los datos anteriores,
aunado al hecho de que en este estudio unicamente se midieron los niveles de
transcrito, no es posible concluir que esta via tenga un flujo de carbono considerable.
Sin embargo seria interesante medir el nivel de actividad de EDD y EDA, asi como la
concentracion de los metabolitos involucrados en la via y compararlos con la cepa

progenitora.

Vias Fermentativas.

Los niveles de expresion de los genes ackA, adhE, fumB, fumC, frdABCD y
pfID fueron mayores en la cepa CCE14 en relacidon con la cepa parental. Estd reportado
que el transcrito de fizmB es mas abundante bajo condiciones anaerobias y que FNR es
necesario como activador transcripcional (Tseng et al, 2000; Patridge er al, 2006;
Patridge et al., 2007). En relacion a lo anterior, se observo que la transcripcion de fumB
y los reguladores anaerobios fnry fruR fueron sobreexpresados en la cepa CCE14
(Figura 8). Estos resultados indican que las rutas para producir succinato, formato y
etanol (por la via nativa) son funcionales. Sin embargo, los valores de actividad
enzimatica de PFL y LDH, asi como los niveles de transcripcion de los genes pfIBy Idh

fueron menores en fase exponencial, aunque estd reportado que FNR regula la
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expresion de pflB (Shalel-Levanon et al., 2005). Es importante mencionar que la cepa
CCE14 produce formato y lactato en bajas concentraciones respecto a la cepa

progenitora y KO11 (Figura 7 D-G).

Los resultados tanto de niveles de transcrito como de actividades enzimaticas de
las vias de produccion de lactato y formato, parecen estar relacionados a un fendémeno
de competencia por piruvato entre las enzimas PFL, LDH y PDC_,. Estd reportado
que la Ky de PDC_, por piruvato es un orden de magnitud menor (0.4 mM) y por
tanto mas afin por éste que la Ky de PFL (2.0 mM) y la de LDH (7.0 mM) por este
mismo metabolito (Ingram y Conway, 1988). Adicionalmente, la Ky de ADH 2, por el
acetaldehido es un orden de magnitud menor a la de PDC_, (0.012 mM) por piruvato.
Esta ventaja en la afinidad, aunada a las altas concentraciones tanto de PDC~, como
de ADH_, en el citoplasma, dieron como resultado un sistema muy eficiente de
produccion de etanol en CCE14. Seria interesante evaluar si una concentracién mayor
de las enzimas heterélogas podrian favorecer aun mas el flujo de carbono hacia etanol.
Esto podria llevarse a cabo insertando en cromosoma una copia extra de pdcz, v adhz,

bajo un promotor fuerte y constitutivo.

Cultivos con 100 g/L de glucosa.

Con la finalidad de evaluar a la cepa CCE14 en condiciones similares a las que
se emplearian a nivel industrial, esto es, con altas concentraciones de azucares, se
realizaron cultivos de las tres cepas bajo las condiciones ya mencionadas en medio

mineral M9 con 100 g/L de glucosa.

Como se observa en la tabla 10, la p fue relativamente similar para las tres
cepas. Sin embargo, en fase exponencial ambas cepas etanologénicas tienen una g

mayor a la de la cepa E. coli C. Este fendmeno, aunque no en las mismas proporciones,
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ya se habia observado en los cultivos de 40 g/L de glucosa (Tabla 7). En fase
estacionaria, CCE14 tiene una gg. 80% mayor a la de KO11 y 300% mayor a la de la
cepa progenitora. El crecimiento celular maximo obtenido al inicio de la fase
estacionaria fue menor en la cepa CCE14 (Tabla 10), lo que coincide con lo observado
en cultivos con 40 g/L (Tabla 7) y que indican que la cepa CCE14 dirige un mayor

flujo de carbono hacia la produccién de etanol que a la sintesis de biomasa.

Tabla 10. Crecimiento no aireado en medio M9 con 100 g/L de glucosa.

) ton exp Qe est Densidad
Cena _ Gle Gle celular
P h-! g gle/goewh g gle/gpewh maxima

E. coli C 0.27 +0.03 3.74 +0.03 0.49 +0.07 1.45 +0.02
CCE14 0.22 +0.02 4.37 +0.05 1.85 +0.03 1.16 +0.05
KOl11 0.25 +0.04 4.46 +0.04 1.03 +0.01 1.52 +0.02

p = Velocidad especifica de crecimiento (1/h).

daci. = Velocidad especifica de consumo de glucosa (g glc/g pew h).

Densidad celular maxima obtenida al inicio de la fase estacionaria = (g pcw/L).
*+ Desviacién estandar de tres experimentos independientes.

Tabla 11. Velocidades especificas de formacion de acidos y etanol (gp) en fase

exponencial.
Cepas succinato lactato formato acetato etanol
E. coliC 0.54 =o0.01 ND 0.90 +0.05 0.57 +0.02 0.46 +0.03
CCE14 0.23 +0.04 ND 0.42 006 0.31 +005 0.93 *0.01
KO11 ND ND 1.93 001 1.11 001  0.75 +0.01

g, = Velocidad especifica de produccién (g producto/g pcw h).
+ Desviacion estandar de tres experimentos independientes.
ND No detectado.
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En relacidn a las g5 de 4cidos organicos, es claro que en fase exponencial CCE14
produce formato y acetato a menor velocidad, comparado con las otras dos cepas
evaluadas, y succinato a menor velocidad, comparado con la cepa progenitora. Como
se menciono anteriormente, la cepa KO11 tiene interrumpido #dABCD (Ohta et al,
1991), por lo que no se observé produccion de succinato. En el caso de la ggon, 1a cepa
CCE14 lo produce mas rapido en 20 y 50% comparado con KO11 y E. coli C,
respectivamente (Tabla 11). Este fendmeno coincide con lo observado en cultivos con
40 g/L (Tabla 8).

En fase estacionaria, la cepa CCE14 tiene bajas 1as Queawo, Jrormato Y acetato
comparadas con la cepa progenitora. Sin embargo, l1a sccinato €8 30% mayor respecto a

la cepa progenitora (Tabla 12).

Tabla 12. Velocidades especificas de formacion de acidos y etanol (qp) en fase

estacionaria.

Cepas succinato lactato formato acetato etanol

E. coliC 0.04 +o.01 0.14 +o.01 0.02 +0.06  0.01 +0.07 0.03 +0.06
CCE14 0.14 +0.03 0.01 +0.05 0.01 +0.04  0.05 +0.08 0.84 +0.02
KO11 ND 0.09 +o.01 0.08 +0.03  0.13 +0.01 0.40 +0.05

g, = Velocidad especifica de produccion (g producto/g pew h).
+ Desviacion estandar de tres experimentos independientes.
ND No detectado.

La velocidad de produccion de etanol en la cepa CCE14 disminuy6 alrededor de
20% en fase exponencial y 25% en fase estacionaria, respecto a las velocidades
obtenidas en cultivos con 40 g/L de glucosa. El rendimiento (Y) de etanol al final del
cultivo fue 20% mayor respecto a KO11 (Tabla 13). Sin embargo, el rendimiento en
estas condiciones es menor al obtenido con 40 g/L. de glucosa (Figuras 4y 7 E), ya que

la produccidn de etanol fue a expensas de la formacién de succinato, formato y acetato.
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Resultados y Discusion.

Como se menciond anteriormente, la Ky de la enzima PDC es menor y por lo
tanto mas afin por el piruvato que las otras enzimas que compiten por éste en
condiciones anaerobias (Ingram y Conway, 1988). Sin embargo, debido a los
resultados obtenidos, es posible inferir que existe un fendmeno que afecta a las enzimas
de la via heteréloga (PDC_~, y ADH_,) y disminuyen su eficiencia en concentraciones

altas de glucosa.

Al observar las tablas 11 y 12, queda claro que en CCE14 existe una tendencia
hacia la produccion de succinato en altas concentraciones de glucosa, fendmeno que no
se observa en cultivos con concentraciones de 40 g/L (Tablas 8 y 9) (Figura 7). Es
posible que a concentraciones elevadas de glucosa exista alguna limitacion en el flujo
de carbono por las piruvato cinasas (PYKA y PYKF), que permita una acumulacion de
fosfoenolpiruvato que posteriormente sea dirigido a la produccion de succinato. Como
ya se menciono anteriormente, la cepa CCE14 fue transformada con el plasmido pPEC
que sobreexpresa los genes pfkA y pykF de E. coli (Tabla 2). Con esta cepa
(CCE14/pPEC) también se llevaron a cabo cultivos con 100 g/L de glucosa bajo las
condiciones ya descritas (datos no mostrados). Al comparar los datos con CCE14, se
observd que en fase exponencial 1a Queeraro ¥ 12 Qrormato S€ mantuvieron similares, sin
embargo, 1a Qsuccinae disminuyo6 un 40% respecto a la cepa CCE14 sin el plasmido, 1o
que podria indicar una posible limitacion de PYK debido a las altas concentraciones de
glucosa, que se ve superada al sobreexpresar esta enzima. Sin embargo, en fase
estacionaria la Qsuecinae fue similar y, puesto que esta fase del cultivo dur6 alrededor de
3.5 dias, el rendimiento final de etanol fue similar tanto en CCEl4 como en
CCE14/pPEC.

Tabla 13. Rendimiento de etanol respecto al tedrico maximo con 100 g/L de glucosa.

Cepas Y
Glucosa/etanol (%)
E. coliC 11.44
CCE1l4 76.78
KO11 61.00

Y= Rendimiento
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Resultados y Discusion.

En resumen, es necesario interrumpir los genes f#dABCD para eliminar la
produccidon de succinato, como se hizo en la cepa KOI11 (Ohta, ef al, 1991). En
paralelo, seria conveniente analizar de forma mds detallada un posible fenémeno
limitacion de carbono por las piruvato cinasas, midiendo el nivel de actividad de PYK
y la concentracion de PEP intracelular, ya que el s6lo hecho de interrumpir los genes
frdABCD no garantiza que el carbono se canalice hacia piruvato y posteriormente a
etanol. También seria necesario medir el nivel de actividad de PDC., y ADH, para
confirmar si existe algin fenomeno de limitacién de carbono por estas enzimas bajo

concentraciones elevadas de glucosa.
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Conclusiones.

6. CONCLUSIONES.

El linaje de E. coli C se selecciond para la construccion de cepas etanologénicas,
debido a que en condiciones de fermentacion presenta elevadas velocidades especificas
de crecimiento, de consumo de glucosa y de formacion de productos, lo que da como

resultado un menor tiempo de cultivo.

El incremento en el flujo glucolitico y en la velocidad de produccion de etanol en
la cepa CCE14, son el resultado de la expresion cromosomal elevada de pdcz, y adhz,
en el fondo genético de E. coli C, asi como del alto nivel de actividad enzimatica de

PDCz, y ADH 2, responsables de la formacién de etanol.

De acuerdo con el fondo genético y las caracteristicas de la cepa empleada, asi
como con las condiciones en las que fue llevado a cabo este estudio, es posible concluir
que el fluyjo glucolitico es controlado por reacciones fuera de esta via, especificamente

por las rutas fermentativas.

Ademas de los altos niveles tanto de transcrito como de actividad enzimatica de
PDC_z, y ADH_, en la cepa CCE14, las diferencias también son el resultado de la alta
velocidad de transporte de glucosa, de produccion y de consumo de ATP, asi como del
intercambio de poder reductor NAD-NADH+H". Estos ajustes dan como resultado la
baja produccién de acidos organicos, asi como el incremento en la velocidad de

produccién de etanol.

En los linajes de E. coli C y E. coli W, los niveles de transcrito y de actividad
enzimatica de la via glucolitica son suficientes para contender con los incrementos en las
velocidades de consumo de glucosa y formacién de productos bajo condiciones de

fermentacion.
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Perspectivas.

7. PERSPECTIVAS.

e Con el fin de incrementar el rendimiento de etanol, construir otras cepas
etanologénicas eliminando los pasos que compiten por la produccion del mismo,
como la formacion de lactato, acetato, succinato y formato. Asi mismo, integrar

una copia extra de pdcz,y adhz, en el cromosoma de CCE14.

e Con el fin de aprovechar los residuos lignoceluldsicos, caracterizar a la cepa
CCE14 en condiciones de produccién en medio mineral con xilosa y mezclas de

glucosa-xilosa, asi como con jarabes de hidrolizados de hemicelulosa y celulosa.

e Maedir los niveles de transcrito de genes como rpoS, cyaA, arcAy arcBen la cepa

CCE14, con la finalidad de elaborar un modelo regulatorio mas detallado.

e Debido a las diferencias observadas entre los cultivos con 40 y 100 g/L de
glucosa con la cepa CCE14, principalmente la acumulacidon de succinato, se
sugiere, ademas de interrumpir la produccién de succinato, incrementar los
niveles intracelulares de actividad de PYK, PDC_~, y ADH ,, con el propoésito de
canalizar el exceso de flujo de carbono hacia la formacién de etanol por la via

heterdloga.
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Abstract

Background: A metabolic regulation study was performed, based upon measurements of
enzymatic activities, fermentation performance, and RT-PCR analysis of pathways related to central
carbon metabolism, in an ethanologenic Escherichia coli strain (CCE14) derived from lineage C. In
comparison with previous engineered strains, this E coli derivative has a higher ethanol production
rate in mineral medium, as a result of the elevated heterologous expression of the chromosomally
integrated genes encoding PDC,, and ADHg, (pyruvate decarboxylase and alcohol dehydrogenase
from Zymomonas mobilis). It is suggested that this behavior might be due to lineage differences
between E. coli W and C.

Results: This study demonstrated that the glycolytic flux is controlled, in this case, by reactions
outside glycolysis, ie., the fermentative pathways. Changes in ethanol production rate in this
ethanologenic strain result in low organic acid production rates, and high glycolytic and
ethanologenic fluxes, that correlate with enhanced transcription and enzymatic activity levels of
PDC,,,and ADH, . Furthermore, a higher ethanol yield (90% of the theoretical) in glucose-mineral
media was obtained with CCEI4 in comparison with previous engineered E. coli strains, such as
KOl I, that produces a 70% yield under the same conditions.

Conclusion: Results suggest that a higher ethanol formation rate, caused by ahigher PDC,,, and
ADHy,, activities induces a metabolic state that cells compensate through enhanced glucose
transport, ATP synthesis, and NAD-NADH+H turnover rates. These results show that glycolytic
enzymatic activities, present in E. coli W and C under fermentative conditions, are sufficient to
contend with increases in glucose consumption and product formation rates.
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Background

Fermentative metabolism constitutes a fundamental cel-
lular capacity for industrial biocatalysis. Endogenous
organic compounds used by cells as terminal electron
acceptors under oxygen deprivation are converted into
biochemical products that are waste products for the cell,
such as ethanol, lactate, acetate, succinate, formate and
hydrogen, but represent valuable molecules to society [1].
For example, renewable fuels from biomass, such as etha-
nol, constitute energy sources that preserve the environ-
ment since the carbon dioxide released from their
combustion can be integrated into a photosynthetic cycle,
which does not participate in a net carbon dioxide
buildup into the atmosphere.

Metabolic engineering strategies have been used to mod-
ify microorganisms to convert all sugars arising from
chemical-enzymatic hydrolysis of lignocellulose, such as
xylose, arabinose, and glucose into ethanol. A wide variety
of research approaches have been employed for this pur-
pose; among the most effective attempts are the engineer-
ing of different Gram-negative bacteria, such as Escherichia
coli [2-6], Klebsiella oxytoca [7-9] and Zymomonas mobilis
[10,11] as well as yeast, such as Saccharomyces cerevisiae
[12-16]. One of the most successful strategies to develop
ethanologenic bacteria was developed by Ingram and co-
workers [2,3,6-8,17]. In the case of E. coli, the W strain was
engineered for ethanol production by integrating the
pyruvate decarboxylase (pdc) and alcohol dehydrogenase
(adhIT) genes from Z. mobilis, under the control of the pflB
promoter, to obtain strain KO11 [3,17]. Expression from
this promoter is high under anaerobic conditions [18,19],
and ethanologenic E. coli strains, such as KO11 and LYO1
have shown to be efficient in the conversion of all sugars
present in lignocellulosic hydrolysates into ethanol
[20,21].

Expression profiling is a powerful tool for analyzing gene
transcription at a genomic scale. It can be used to compare
global relative changes in gene expression that occur in
response to an environmental stimulus or to compare the
effects of genetic modifications on gene expression. This
type of analysis can provide important information about
cell physiology and has the potential to identify connec-
tions between regulatory or metabolic pathways not pre-
viously known [22,23]. Since the physiological state and
fermentation performance of a cell is dictated primarily at
the protein level, transcription results should be comple-
mented by determining specific enzyme activities to pro-
vide a better understanding of the observed phenomenon,
considering that enzymatic and transcriptional regulation
mechanisms are different [22].

Previous studies have shown that plasmid-encoded levels
of Z. mobilis pyruvate decarboxylase (PDC,,,) and alcohol
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dehydrogenase II (ADH,,,) in E. coli correlate with the
titer and the formation rate of ethanol [24,21,25]. Fur-
thermore, the introduction of this heterologous pathway
has several effects on E. coli physiology under fermentative
conditions, i.e., increases its growth rate and glycolytic
flux when cultivated in Luria Broth with xylose [26] or
glucose [27]. Gene array studies have also shown that sev-
eral genes from the pentose phosphate and glycolytic
pathways have statistically significant higher expression
levels when ethanologenic E. coli (strain KO11) ferments
xylose [26,27].

The present study was conducted to understand the role
that chromosomally integrated pdc,,, and adh,,, heterolo-
gous expression has on the physiology and metabolic per-
formance of E. coli during glucose fermentation in mineral
media. The regulation of metabolic pathways, related to
central carbon metabolism and fermentation perform-
ance, was studied using mainly the measurements for
both the enzymatic activities of the glycolytic and fermen-
tative pathways, as well as transcript levels from genes
coding for the enzymes involved in the glycolytic, pentose
phosphate, and fermentative pathways. Glucose trans-
porters and anaerobic regulators were also analyzed using
transcriptome data. Evaluation was performed using wild
type E. coli C as the reference strain, and a new ethanolo-
genic strain derived from E. coli C, CCE14 (E. coli C:
pflB::pdc adhB cat). Interestingly, strain CCE14 has ca. five-
fold higher values of PDC,,, and ADH,,, enzymatic activ-
ities than strain KO11 (E. coli W: pfIB::pdc adhB cat, Afrd)
[3,17]. The results show that not only the specific ethanol
rate, but also the glucose consumption rate (glycolytic
flux) are increased as pyruvate decarboxylase and alcohol
dehydrogenase transcripts and enzymatic activities are
increased. Moreover, glycolytic flux is controlled by reac-
tions outside glycolysis.

Results and discussion

Effect of PDC,,,and ADH,, activity levels on fermentation
performance

In comparison with the KO11 strain, PDC,,, and ADH,,,
enzymatic specific activities were on average, 5 and 4-fold
larger, respectively, in CCE14 during both exponential
and stationary phases (Fig. 1). Even though the heterolo-
gous pathway was integrated into the chromosome of
strains KO11 and CCE14 using the same method (see
materials and methods section), strong differences were
encountered between PDC,,, and ADH,,, enzymatic activ-
ities, as well as in transcript levels (as shown below). This
behavior might be due to lineage differences between
KO11 and CCE14. It is noteworthy that strain KO11 was
submitted to high chloramphenicol pressure selection to
increase ethanol productivity [3], in spite of this addi-
tional strategy, PDC,,, and ADH,,, activities were higher
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in CCE14, wich was not further selected on high chloram-
phenicol.

Fermentation performance in mineral medium with 40 g/
L glucose is presented in Fig. 2. Fig. 2A-B shows results
obtained for cell mass formation and glucose consump-
tion. Table 2 summarizes rates obtained during the expo-
nential and stationary phases. The growth rates of E. coli
C, CCE14, and KO11 were similar. During exponential
growth, specific glucose consumption rates of the two eth-
anologenic strains (KO11 and CCE14) were 28 and 34%
higher, respectively, than that obtained for E. coli C, indi-
cating that the glycolytic flux increased as a result of pdc,,,
and adhy,, expressions. This behavior correlates well with
previously reported results for KO11 fermenting xylose
[26] or glucose [27] in Luria Broth, where the maximum
sugar consumption rate was 50% higher for KO11 than
for strain W. In spite of the fact that the growth rate was
similar for the three strains, the maximum cell mass
obtained at the onset of the stationary phase (after 20
hours of fermentation) was similar for KO11 and E. coli C,
and lower for CCE14 (Table 2). These results, and data

http://www.biotechnologyforbiofuels.com/content/1/1/8

presented in Fig. 1, indicate that CCE14 directs more car-
bon to ethanol production than to biomass biosynthesis.

Fig 2C shows that no pyruvate was secreted by ethanolo-
genic strains, but E. coli C produced a significant amount
(> 3 g/L) of this metabolite during the stationary phase
(Fig 2C). Furthermore, formate production by KO11 and
E. coli C were similar, reaching up to 9 g/L when glucose
was exhausted (Fig. 2D). However, formate production
was lower than 2 g/L for CCE14. PDC,,, was originally
selected by Ohta et al [3], largely because it has a very high
affinity for pyruvate (Km for pyruvate 0.4 mM) [28,29] in
comparison with all competing fermentation enzymes
[24]. This fact and our results indicate that competition
occurs at the pyruvate node level, and that higher levels of
PDC,,, and ADH,,, apparently allow more efficient car-
bon channeling through the heterologous ethanol path-
way.

Although glycolytic fluxes for CCE14 and KO11 were sim-
ilar, the ethanol specific formation rate in the exponential
phase (first 6 hours of fermentation elapsed time) was
21% higher for CCE14 as compared to KO11 (Table 3).
During this phase, the ethanol formation rate in E. coli C
was negligible (Fig. 2E), whereas formate (Fig. 2D) and
acetate (Fig. 2F) were the main products. The increase in
ethanol production rate was obtained at the expense of
acid production (Table 3, Fig. 2). Pyruvate and lactate
(Fig. 2C, 2G) were not produced during this phase in
CCE14, whereas formate, acetate, (Fig. 2D, 2F), and succi-
nate (Fig. 2H) production were significantly lower than
for E. coli C and KO11. Balances for this phase indicate
carbon recoveries very close to 100% for the three strains
evaluated (Table 3). These results indicate that the glyco-
lytic flux can be controlled by the efficient conversion of
pyruvate into ethanol through the enzymatic activity lev-
els of PDC,,, and ADH,,, in ethanologenic E. coli. It is
hypothesized that other fermentative pathways that allow
the efficient regeneration of NAD* could have the same
effect.

During the stationary phase, CCE14 produced ethanol
80% faster than KO11 (Table 4). Accordingly, specific
enzyme activities of PDC,,, and ADH,,, were 6 and 4.7-
fold higher for CCE14 (Fig. 1). Ethanol yields at 30 hours
were 15, 70 and 90% of theoretical yield for E. coli C,
KO11, and CCE14, respectively.

Metabolic regulation at transcript level

Transcript levels of 49 genes from the CCE14 strain were
analyzed in the exponential growth phase and normalized
for values obtained with E. coli C. Levels of pdc,,, and
adh,,, were normalized with KO11 values and analyzed
for both exponential and stationary phases. A Student' t-
test with a p value of <0.05 was applied to each set of nor-
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Table 2: Kinetic constants in anaerobic cultures
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Strain n qgic Exponential phase qgic Stationary phase Cell Mass
E. coli C 0.42 + 0.01 2.73 £0.02 I.I1£0.11 1.28 + 0.07
CCEl4 0.38 + 0.01 3.68+0.12 1.20 £ 0.10 1.07 £ 0.04

KOl I 0.45 + 0.01 349 £0.09 0.97 + 0.06 1.39 £ 0.09

p = Specific growth rate (1/h).

qgic = Specific glucose consumption rate (gg,/gpcw h)-

Cell mass obtained at the onset of the stationary phase (gpcw/L).
+ Standard deviation of three independent experiments.

malized values in order to determine statistical significant
differences in expression levels.

Interestingly, the comparison of CCE14 and KO11 gave a
direct relationship between increases in both pdc,,, and
adh,,, transcript values (4.51 and 9.06-fold, respectively)
(Fig. 3) and specific enzyme activity levels (5.1 and 3.8-
fold, respectively) (Fig. 1). It has been reported that pdc,,,
and adh,,, mRNA are more stable than other transcripts in
Z. mobilis [30]. A correlation was also found between
CCE14 and KO11 during the stationary phase for tran-
scripts (3.66-fold and 4.78-fold for pdc,, and adh,,,
respectively) and specific enzyme activity levels (6-fold
and 4.7-fold, respectively) (Fig. 1). Nevertheless, absolute
values of the enzyme activity for these enzymes decreased
around 50% during the stationary phase. The increase in
specific ethanol formation rate (Table 4) correlated with
higher transcript (Fig. 3) and specific enzyme activity (Fig.
1) levels for CCE14 in comparison to KO11. The require-
ments of higher PDC,,, enzymatic levels were demon-
strated by Huerta-Beristain and co-workers [25]. These
authors reported that when PDC,,, activity increased 7-
fold, using a multicopy plasmid, the yield of ethanol from
glucose increased from 70 to 85%, whereas organic acid
formation rates were reduced in the KO11 strain. Accord-
ingly, results in Fig. 1 clearly show that increases in the
specific activities of the enzymes participating in the eth-
anologenic pathway boost the carbon flow to ethanol in
strain CCE14. These results also suggest that high levels of
both enzymes are essential to increase the ethanol pro-
duction rate. Pyruvate pools in ethanologenic E. coli are
substantially reduced by high-level expression of these Z.
mobilis genes, but cells adjust their metabolism to various
levels along the glycolytic pathway to fulfill the carbon

flux. Direct increments between transcripts and specific
enzyme activities demonstrate the correct translation of
pyruvate decarboxylase and alcohol dehydrogenase when
they are over expressed.

Glucose transport and phosphorilation

Genes coding for proteins related to transport and regula-
tion of glucose such as ptsG (1.98-fold), transcriptional
repressor coding mlc (4.08-fold) [31,32], high-affinity
glucose transporters coding lamB (4.05-fold) and mgIB
(1.50-fold) [33], glucose kinase glk (2.58-fold), fruR
(2.28-fold), and crp (2.02-fold) were more highly
expressed in CCE14 than in E. coli C (Fig. 3). Specific glu-
cose consumption rates (Table 2) and transport activities
(Fig. 4) were on average 30 and 50% higher, respectively,
for CCE14 in comparison with E. coli C. When glucose is
phosphorylated in the course of transport, PTS proteins
are dephosphorylated; unphosphorylated EIICBSI¢ causes
the formation of the MIc-EIICBSlc complex, derepressing
the expression of target genes, such as mic itself, as well as
the pts operon [32]. Therefore, higher levels of ptsG and
mic correlate with increases in IICBGlc (ptsG product) and
MLC protein. The observed transcriptional pattern is con-
sistent with a response that results in higher synthesis
capacity for more PTS proteins necessary for glucose
uptake.

On the other hand, wild type E. coli strains, growing on
micromolar concentrations of glucose, synthetize galac-
tose and maltodextrines as autoinducers derepressing the
synthesis of the high-affinity glucose transport systems
(MGLB and the LAMB maltoporin), which are responsible
for glucose transport under these conditions [33]. Analy-
ses of gene expression response in wild type E. coli from

Table 3: Specific formation rates (qp) for organic acids and ethanol during the exponential phase (gpropuct/8pcw h)

Strain Acetate Formate Succinate Ethanol Carbon Recovery (%)
E coliC 0.95 + 0.08 1.2 £0.03 0.29 £ 0.03 0.58 £ 0.05 100.9 + 0.41
CCEl4 0.39 £ 0.04 0.67 £ 0.04 0.28 + 0.04 2.08 £ 0.0l 104.5 £ 0.22
KOl 0.79 £ 0.04 1.59 + 0.06 ND 1.63 £ 0.01 98.7 £0.32
+ Standard deviation of three independent experiments.
ND. Not Detected.
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Table 4: Specific formation rates (qp) for organic acids and ethanol during the stationary phase (gpropuct/8ocw h)-

Strain Acetate Formate Succinate Lactate Pyruvate Ethanol
E. coli C 0.14 + 0.07 0.26 + 0.06 0.04 + 0.01 0.26 + 0.04 0.25 + 0.02 0.12 £ 0.06
CCEl4 0.04 + 0.08 0.05 + 0.04 0.06 + 0.01 0.01 £ 0.015 ND 0.68 + 0.01

KOl1 0.10 £ 0.01 0.19 + 0.02 ND 0.03 + 0.05 ND 0.37 £ 0.03

+ Standard deviation of three independent experiments.
ND. Not Detected.

glucose non-limiting to glucose-limiting growth condi-
tions, in chemostat cultures, have demonstrated that sev-
eral genes including mgIB and lamB are upregulated [34].
Furthermore, the crp transcript is higher when E. coli expe-
rience glucose limitation [35] and CRP regulates genes
such as mgiB, lamb, glk, and ptsG [36]. Our results show
that even though cultures were growing in large amounts
of glucose (40 g/L) throughout the exponential phase
(Fig. 2), transcription results suggest that CCE14 was sens-
ing partial glucose limitation. This response might be due
to increases in the fermentation and glycolytic rates that in
turn will induce a response to scavenge sugar through
transport activation of alternative glucose transporters.
Interestingly, glk transcript levels were significantly higher
in CCE14. This result suggests that besides the PTS system,
glucose could also be transported by MGLB and LAMB
and phosphorylated by GLK. The higher glk transcript is
also related to an elicited response due to the over expres-
sion of heterologous genes as demonstrated by Arora and
Pederson [37].

As mentioned earlier, fruR (2.28-fold) was more highly
expressed in CCE14. FRUR (or CRA) is a key regulator
controlling the balance between glycolysis and gluconeo-
genesis [38-40]. Many gluconeogenic genes are activated
by FRUR, while glycolytic genes such as glk, pfkA, gapA,
eno, and pykF are repressed. [41,42]. However, none of the
genes studied above was repressed. Probably FRUR was
partially inactivated in the presence of glucose, because
fructose-1-phosphate and fructose-1,6-bisphosphate bind
to FRUR and inactivate its DNA-binding capacity [43,44].

Glycolytic pathway

In general, only slight changes were detected in the tran-
scription level of genes related to glycolysis. For instance,
gapA (1.36-fold), fbaA (2.16-fold), and pgk (1.66-fold)
transcript levels were higher in CCE14 strain than in E. coli
C (Fig. 3). In E. coli, the gapA gene is transcribed from at
least four promoters, three recognized by the RNA
polymerase Ec7%and one by the heat shock RNA polymer-
ase Ec32. This complex region of differentially regulated
promoters allows the production of large amounts of gapA
transcripts in a wide variety of environmental conditions
[45]. On the other hand, in y-proteobacteria (E. coli, for
example), the pgk and fbaA genes are cotranscriptionally

expressed using two transcriptional promoters, though
only one is required to get a strong production of PGK and
FBA proteins in the presence of glucose [46]. It has been
proposed that when glucose is present in the growth
medium, pts, gapA, and pgk genes are coordinately acti-
vated by a mechanism dependent upon the EIIGk protein
(coded by the ptsG gene) [47]. Our results correlate with
these facts, given the increases found in fbaA, pgk, and ptsG
transcript levels.

Surprisingly, only the PGK enzymatic activity was higher
(1.54-fold) in CCE14, whereas GAPDH activity was lower
(0.64-fold) in this strain. As mentioned previously, it is
possible that in the exponential phase, in spite of a higher
transcript level of gapA, the low GAPDH activity could be
related to a redox balance between GAPDH and higher
ADH,,, and PDC,,, transcripts and enzymatic activities.

Several glycolytic genes showed no significant changes in
the transcription level, and some of the transcripts and
enzymatic activities did not show the same tendency. This
behavior could be related to posttranscriptional regula-
tion and RNA segmentation, leading to the production of
individual mRNAs with selective stabilization. These
processes allow the adaptation of gene expression to vari-
ations in environmental conditions, as has been observed
in glycolytic gene expressions in B. subtilis [48,49], Z.
mobilis [50], and L. delbrueckii [51]. Another explanation
could be that enzyme levels are sufficient to carry out their
catalytic role.

On the other hand, only the pgi transcript from CCE14
was lower than in the wild type strain. Likewise, the PGI
enzymatic activity was slightly lower than that of E. coli C.
Despite the importance of PGI in glycolysis, little infor-
mation is available about the regulation of the pgi gene.
However, due to the results in terms of glucose consump-
tion and ethanol formation rate, the lower transcript and
enzymatic activity does not cause any reduction in the gly-
colytic flux.

Entner-Doudoroff and pentose pathways

The zwf gene, that codes for glucose 6-P dehydrogenase,
plays an important role in the control of carbon distribu-
tion at the glucose 6-phosphate node. It directs carbon
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RT-PCR values for strain CCE14 normalized to E. coli C during the exponential phase. Higher values are represented in a con-
tinuous borderline and lower values are in dotted borderline. A t-student test with a p value of < 0.05 was applied to each set
of normalized values in order to determinate statistical differences in expression levels. Glucose transporter protein EIICBGIc
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5-phosphate (Ril 5P), Glyceldehyde-3-phosphate (Gly 3P), Sedoheptulose-7-phosphate (S 7P), Erytrose 4-phosphate (Ery 4P),
Fructose 6-phosphate (Fru 6P), 2-keto-3-deoxy-gluconate-6-phosphate (KDPGNT), Fumarate reductase A (frdA), Fumarate
reductase B (frdB), Fumarate reductase C (frdC), Fumarate reductase D (frdD), pyruvate formate lyase B (pfIB), pyruvate for-
mate lyase D (pfID), Malate dehydrogenase (mdh), Fumarase A (fumA), Fumarase B (fumB), Fumarase C (fumC), alcohol dehy-
drogenase (adhE), lactate dehydrogenase (IdhA), Transcriptional regulator CRP (crp), Transcriptional repressor MLC (mic),
Transcriptional repressor MLC (mlc), Transcriptional regulator FRUR (fruR), High affinity maltose receptor (lamB), Galactose
ABC transporter (mglB), Galactose permease (galP), Zymomonas mobilis alcohol dehydrogenase (adhy,,), Zymomonas mobilis
pyruvate dehydrogenase (pdcy,,).
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Specific enzyme activities for ethanologenic strain CCE|4 normalized to parental strain E. coli C during exponential (A) and sta-
tionary phases (B) of culture. All measurements were performed in triplicate. The results presented are three independent
experiments. A t-student test with a p value of < 0.05 was applied to each set of normalized values in order to determinate sta-
tistical differences enzyme activity levels. Glucose — PEP phosphostransferase (PTS), glucose-6-phosphate dehydrogenase
(ZWF), glucose phosphate isomerase (PGI), 6-phosphofructosekinase (PFK), fructose-I,6-bisphosphatase (FDP), fructose
bisphospate aldolase (FDP aldolase), triose phosphate isomerase (TPI), glyceldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), 3-
phosphoglycerate kinase (PGK), phosphoglycerate mutase (PGM), pyruvate kynase (PYK), pyruvate-formate lyase (PFL), lactate
dehydrogenase (LDH), alcohol dehydrogenase (ADH_,,) and pyruvate decarboxylase (PDC,,,).

flux through the oxidative branch of the pentose phos-
phate pathway (PPP) depending on NADP+ availability.
In the CCE14 strain, the transcript level of zwf was not dif-
ferent to that of E. coli C (Fig. 3); however, ZWF specific
enzyme activity was 7-fold higher in CCE14 (Fig. 4). Sim-
ilarly, transcription of the gnd gene, which codes for phos-
phogluconate dehydrogenase, and one of the isoenzymes
that codes for ribose-P isomerase (1piB gene) were higher,
2.01 and 6.31-fold, respectively; while transcript of rpiA

was lower, 0.71-fold. The isoenzimes transketolases
(encoded by tktA and tktB genes) and transaldolase
(encoded by talA and talB genes) interconnect glycolysis
with the oxidative branch of PPP. Our results show that
tktB and talA transcripts were lower, 0.46 and 0.56-fold,
respectively, in CCE14; while tktA and talB were not differ-
ent when compared to E. coli C. These results suggest that
the pentose phosphate pathway is very flexible, and it is
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likely that overall catalytic rates are similar in the two
strains tested.

Unexpectedly, genes edd that codes for 6-phosphogluco-
nate dehydratase and eda which codes for 2-keto-3-deoxy-
6-phosphogluconate aldolase in the Entner-Doudoroff
pathway were more highly expressed, -2.17 and 2.24-fold,
respectively, in CCE14 (Fig. 3). These results suggest that
the Entner-Doudoroff pathway is functional, although it
has been reported that for aerobic cultures with glucose
the carbon flux through this route is not very high [52,53].
In addition, ATP yield is lower through this pathway ver-
sus the Embden-Meyerhof pathway [54].

Fermentative pathways

In the CCE14 strain, adhE (2.09-fold), fumB (2.13-fold),
fumC (1.84-fold), frdABCD (2.84, 2.87, 2.38 2.45-fold),
and pfID (3.43-fold) gene expressions were higher than in
the wild type. It is known that frdABCD is induced under
anaerobic conditions [55], though a recent study showed
that this gene can be induced by glucose limitations [56].

It has been demonstrated that the fumB transcript is more
abundant under anaerobic conditions, and that FNR is
necessary as a transcriptional activator [57,58]. In agree-
ment with these reports, the transcription of fumB and the
anaerobic regulator fnr (1.61-fold) were also more highly
expressed in the CCE14 strain (Fig. 3). These results indi-
cate that the pathways to produce succinate, formate, and
ethanol (for native pathway) are active, although specific
enzyme activity values of PFL and LDH and transcript lev-
els of pfiB and IdhA decreased in the exponential phase. It
is important to mention that CCE14 produces formate
and succinate in low concentrations. These results could
indicate a competition phenomenon for pyruvate
between PFL and PDC,,,. However, it is important to con-
sider the disruption of routes to compete for the ethanol
production in these conditions such as succinate and lac-
tate pathways. We found that in cultures with high glucose
concentrations (100 g/L), the production of succinate
increases significantly in strain CCE14 (data no shown).
This could be due to osmolarity problems or to a partial
limitation of PYK enzyme causing PEP accumulation;
hence, the carbon flux may be partially redirected towards
succinate formation.

Metabolic regulation at the enzyme activity level

Enzyme activity levels for CCE14 strain were analyzed in
exponential and stationary phases and normalized for val-
ues obtained with E. coli C (Fig. 4). Enzymatic levels for
pdc,,, and adh,,, were normalized with KO11. A t-student
test with a p value of < 0.05 was applied to each set of nor-
malized values to determine statistical differences in
enzyme activity levels.

http://www.biotechnologyforbiofuels.com/content/1/1/8

In the CCE14 strain, PTS and PGK enzymatic activities
were higher, whereas TPI and PFL activities were lower
during the exponential growth phase. These data correlate
with the fact that ethanologenic strains consume glucose
at a higher rate. In addition, increases in PGK activity sug-
gest that the over expression of the genes coding for
PDC,,, and ADH,,, modify the ATP/ADP balance. It is
known that in aerobic conditions, a high ATP demand
causes an increase in glycolytic flux in E. coli [59]. For Lac-
tococcus lactis, the control of glycolytic flux resides to a
large extent in processes outside the pathway, such as ATP
consuming reactions and glucose transport [60]. As dis-
cussed above, the heterologous ethanologenic pathway
increases glycolytic flux with the subsequent increases in
ATP production and consumption. Therefore, it appears
that cells tend to increase ATP formation through an
increase in PGK synthesis; although no increase in PYK
activity was found. ATP is also produced when acetate is
formed; however, CCE14 does not produce acetate during
the exponential phase. A decrease in PFL activity in CCE14
correlates with a strong reduction in formate production
(Fig. 2D). On the other hand, the observed 50% reduction
in the TPI specific enzyme activity does not reduce glyco-
lytic flux. A large increase in ZWF specific activity was
found, and was discussed above.

A comparison of enzymatic activity data between CCE14
and E coli C during the stationary phase, indicates higher
values of PTS, FDP, GAPDH, PGK, and PYK for the eth-
anologenic strain. The LDH enzymatic activity was lower
in CCE14. It is known that lactate dehydrogenase is allos-
terically activated by pyruvate [61]. Lactate production
was found only during the stationary phase of two cul-
tures. Pyruvate formation in E. coli C correlates with lac-
tate production (Fig. 2C-G), and lower levels of this
metabolite in CCE14 correlate with a 40% lower LDH
specific activity (Fig. 4). These results suggest that a higher
ethanol formation rate, i.e., higher PDC,, and ADH,,
specific activities originate higher rates of glucose trans-
port, ATP synthesis, and NAD-NADH+H turnover.

Conclusion

A higher glycolytic flux in CCE14 results from increased
chromosomal expression of pdc,, and adh,,, genes and
higher specific enzyme activities of heterologous PDC,,,
and ADH,, enzymes involved in ethanol formation.
These results indicate that under the conditions used in
this study, the glycolytic flux is controlled by reactions
outside this pathway, that is, by the fermentative heterol-
ogous route. The metabolic adjustments carried out in the
cell entail low organic acid production and an increase in
the ethanol formation rate, as well as higher ethanol yield
(90% of the theoretical) in glucose-mineral media when
compared with previous engineered efficient strains, such
as KO11 (70% of the theoretical yield). In spite of the
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higher PDC,,, and ADH,,, transcript and enzymatic activ-
ities in the CCE14 strain, the differences are mediated by
higher glucose transport rates and an increase in the turn-
over rate of NAD-NADH+H+and ATP.

Overall, these results also show that E. coli glycolytic enzy-
matic activities under fermentative conditions are suffi-
cient to contend with increases in the rates of glucose
consumption and higher transcript and enzymatic activi-
ties of the heterologous ethanol pathway. Also, the study
provides the basis for the implementation of appropriate
genetic modifications to increase the ethanol yield when
mineral media is used; for instance, the disruption of suc-
cinate and lactate pathways that compete for ethanol pro-
duction.

Methods

Bacterial strains, media and growth conditions

E. coli strains used in this work are listed in Table 1. With
the purpose to have an ethanologenic strain with different
PDC,,, and ADH,, enzymatic levels, a new strain CCE14
was constructed integrating into the chromosome the
pyruvate decarboxylase (pdc) and the alcohol dehydroge-
nase (adh) genes of Zymomonas mobilis under the control
of the pfl native promoter. This chromosome integration
was made with pLOI510 as described previously, [3]. The
vector pLOI510, was constructed to allow direct selection
for the integration of pdc and adhB of Z. mobilis genes into
the pfl region of the chromosome by using a DNA frag-
ment which lacks a replicon [3]. Transformants were
screened for chloramphenicol resistance (20 pg/ml) and
CO, production in tubes, and subsequently tested for eth-
anol production in mini-fermentors with 20 g/l of glu-
cose.

All stock cultures were stored at -70° C in Luria Broth (LB)
medium [62] containing 40% glycerol. To develop inoc-
ula, cells were transferred twice on LB-agar plates supple-
mented with 20 g/L of glucose-chloramphenicol (20 pg/
ml), and no chloramphenicol for E. coli C. Single colonies
were transferred to overnight cultures in shake flasks
(35°C, 120 rpm), containing glucose (20 g/L) in mineral
M9-medium [62]. M9-medium contains: 6 g/L Na,HPO,,
3 g/L KH,PO,, 1 g/L NH,CI, 0.5 g/L NaCl. The following
components were sterilized by filtration, and then added
(per liter of final medium): 2 ml of 1 M MgSO,7H,0, 1

Table I: Escherichia coli strains used in this study

http://www.biotechnologyforbiofuels.com/content/1/1/8

mL of 0.1 M of CaCl,, 1 mL of 1 mg/mL thiamine-HCL.
These cells were harvested in exponential growth phase by
centrifugation and used to inoculate non-aerated mini-
fermentors [63], containing 200 ml of M9-medium with
40 g/L of glucose. Starting OD,, was 0.1, chlorampheni-
col (0, 40 and 20 pg/ml) was included for strains C, KO11
and CCE14, (respectively), cells were cultivated at 35°C,
100 rpm, and the pH was maintained at 7 by the auto-
matic addition of 2 N KOH. All cultures were carried out
in triplicate.

Analytical methods

Samples were periodically taken from cultures to measure
optical density at 600 nm using a spectrophotometer
(Beckman DU-70, Palo Alto, CA) and the dry cell weight
was calculated using a previously determined conversion
factor of 1 ODg,, = 0.37 g/L. An HPLC system (600E qua-
ternary bomb, 717 automatic injector, 2410 refractive
index, and 996 photodiode array detectors, Waters, Mil-
ford, MA) and an Aminex HPX-87H column (300 x 7.8
mm; 9 pm) (Bio-Rad, Hercules, CA) were used to separate
and quantify D-glucose, formate, acetate, succinate, and
lactate concentrations. Running conditions were: mobile
phase, 5 mM H,SO,, flow 0.5 ml/min, and temperature
50°C. Under these conditions glucose was detected by
refractive index, and organic acids were identified by pho-
todiode array at 210 nm. Ethanol was quantified by gas
chromatography (Agilent 6850, Wilmington, D.E.), using
1-butanol as internal standard.

Preparation of cell extracts and enzymatic assays
Samples were taken at the mid-exponential and stationary
phases. All operations were carried out at 4°C. 1 mL of cell
culture was harvested by centrifugation at 10,000 x g for
10 min, washed twice with 1 mL of 100 mM Tris-HCl (pH
7.0) containing 20 mM KCl, 5 mM MnSO,, 2 mM DTT
and 0.1 mM EDTA, and then suspended in 1 mL of the
same buffer. Cells were disrupted by four sonication steps
(15 s each) in an ultrasonic disrupter (Soniprep 150, UK).
The cell debris was removed by centrifugation; 10 min at
10,000 x g. The resulting crude extracts were used imme-
diately for determination of enzymatic activities and pro-
tein, or stored at -20°C.

Enzyme activities were measured spectrophotometrically
at 340 nm in a thermostatically controlled (30°C) spec-

Strain Relevant features Reference
E. coli C Wild type ATCC 8739
CCEI4 E. coli C: pfIB::pdc adhB cat This work
KOl1 E coli W: pfIB::pdc adhB cat, Afrd Ohta et al 1991 Jarboe et al 2007
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trophotometer (BioMate 5, ThermoSpectronic, NY). All
compounds of the reaction mixtures were pipetted into 1
cm light path cuvettes, reactions were initiated by adding
the cell extract or substrate to give a final volume of 1 mL.
The millimolar extinction coefficient for NAD+, NADH,
NADP+and NADPH is 6.22 cm'!. mM-1.

The assay conditions for glucose:PEP phosphotransferase
(PTS), 6-phosphofructosekinase (PFK), fructose-1,6-
bisphosphatase (FDP), glucose phosphate isomerase
(PGI), fructose bisphosphate aldolase (FDP aldolase),
glyceldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), tri-
ose phosphate isomerase (TPI), 3-phosphoglycerate
kinase (PGK), pyruvate kynase (PYK), 6-phosphogluco-
nate dehydrogenase (ZWF), pyruvate-formate lyase (PFL),
and lactate dehydrogenase (LDH) were measured based
on the methods used by Peng et al [64]. The assay condi-
tions used for alcohol dehydrogenase (ADH,,,) and pyru-
vate decarboxylase (PDC,,, ) were based on the methods
reported by Conway et al [65]. Phosphoglycerate mutase
was measured based on the method of Maitra et al [66].
Protein concentration was estimated by the Bradford
method, [67], with bovine serum albumin used as the
standard. Each assay was performed three times for the
same culture, from three independent experiments. A t-
student test with a p value of < 0.05 was applied to each
set of normalized values in order to determinate statistical
differences in enzyme activity levels.

RNA extraction and cDNA synthesis

Total RNA extraction was performed using hot-phenol
equilibrated with water, precipitated with 3 M sodium
acetate and ethanol, and treated with DNase kit (DNA-
free™, Ambion; [33]. RNA integrity was tested by densit-
ometry in 1.2% agarose gels. RNA quantification was per-
formed by absorbance at 260/280 nm. cDNA was
synthesized using RevertAid™ H First Strand cDNA Syn-
thesis kit (Fermentas Inc.) and a mixture of specific DNA
primers. The sequences of the primers used for cDNA syn-
thesis were those reported by Flores et al [33], except for
pdc,, (5'-GACAAAGTTGCCGTCCTCGT and 5'-ATGG-
TAGCAACTGCGCCAC) and adhy,, (5'-TTACCCCGAT-
GGTITCCGT and 5-TTCAAATGCGTGGGTCAGAG)
genes. cDNA obtained in this way was used as template
for RT-PCR assays. Reproducibility of this procedure was
determined by performing two separate cDNA synthesis
experiments from the RNA extracted for each strain. Simi-
lar results were obtained for the transcription of all genes
that were measured.

Real-time PCR

Real-time PCR (RT-PCR) was performed with the ABI
Prism 7000 Sequence Detection System (Perkin Elmer/
Applied Biosystems, Foster City, CA), using the SYBR
Green PCR Master Mix (Perkin Elmer/Applied Biosys-

http://www.biotechnologyforbiofuels.com/content/1/1/8

tems, Foster City, CA) and amplification conditions
described by Flores et al [33]. The primers for specific
amplification were designated using the Primer Express
software (Perkin Elmer/Applied Biosystems, Foster City,
CA). The size of all amplimers was 101 bp. The final
primer concentration, in a total volume of 15 pl, was 0.2
uM. Five nanograms of target cDNA for each gene was
added to the reaction mixture. All experiments were per-
formed in triplicate for each gene of each strain, obtaining
very similar values. A non-template control reaction mix-

ture was included for each gene. The quantification tech-

nique used to analyze data was the 27T method

described by Livak and Shmittgen [68]. The data were nor-
malized using the ihfB gene as an internal control (house-
keeping gene). We detected the same expression level of
this gene in all the strains in the conditions in which the
bacteria were grown. For each analyzed gene in all strains,
the transcription level of the wild type gene, considered as
one, was used as the control to normalize the data. Data
is reported as relative expression levels compared to the
expression levels of E. coli C. A t-student test with a p value
of < 0.05 was applied to each set of normalized values in
order to determinate statistical differences in expression
levels.
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ESTADO DEL ARTE PARA LA OBTENCION DE ETANOL A PARTIR DE
RESIDUOS AGROINDUSTRIALES.

Montserrat Orencio-Trej 01, Susana Romeroz, Alfredo Martinez Jiménez’

RESUMEN.

En este trabajo se discute el estado del arte en la produccion de etanol carburante a partir de
residuos agroindustriales. Se realiza una descripcion de los tratamientos mas utilizados para
hidrolizar la fracciéon hemiceluldsica de los residuos. Brevemente se presentaran algunos
métodos usados para la detoxificacion de jarabes de hemicelulosa, ricos en pentosas. Se
pondra especial énfasis en el desarrollo de microorganismos, por medio de ingenieria de vias
metabolicas, para la conversion en etanol de los azlcares provenientes de hidrolizados
hemicelulosicos (xilosa, arabinosa, manosa y glucosa). Finalmente, discutiran las estrategias
cientificas que a consideracion del autor se deben cumplir para lograr la conversion integral de
los azucares de los residuos agroindustriales en etanol.

1. INTRODUCCION.

La necesidad de diversificar las fuentes de energia a futuro, que ademds sean sustentables y
mas amigables con el medio ambiente, plantea la necesidad de desarrollar microorganismos
capaces de metabolizar una amplia variedad de azucares y convertirlos eficientemente en
productos de interés. Existen varias alternativas para obtener combustibles mediante
tecnologias renovables. Desde el punto de vista biotecnologico, una de las opciones con mayor
viabilidad para sustituir o complementar a la gasolina es el etanol carburante (Ingram et al.,
1999). Este es un compuesto que puede ser producido mediante tecnologias bioldgicas
sustentables, permitiendo un reciclamiento del CO,, y evitando su incremento neto en la
atmosfera. Por otro lado, no es toxico ni es cancerigeno, y es facil de almacenar y transportar.

Una alternativa factible econdémicamente para la producciéon de etanol mediante procesos
biologicos, es la utilizacién de los desechos agroindustriales. Estos residuos son abundantes,
contaminan y tienen un uso marginal en el planeta. Un ejemplo de ello es el bagazo de cana el
cual contiene dos fracciones, una de ellas es la hemicelulosa y la otra es la de celulosa, las
cuales representan en 30-40 y 30-50% respectivamente (Ingram et al., 1999). Especificamente,
la fraccion de la hemicelulosa contiene, ademés de glucosa y manosa, un 85% de pentosas,
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principalmente xilosa y un pequefio porcentaje de arabinosa. Sin embargo, para que estas
fracciones puedan ser utilizadas como fuente de carbono por los microorganismos, necesitan
ser previamente hidrolizadas. Los jarabes resultantes deben ser acondicionados vy
detoxificados, para posteriormente fermentarse con la ayuda de bacterias o levaduras
modificados por ingenieria de vias metabdlicas, los cuales deben ser proveidos con la
capacidad para fermentar todos los azucares presentes en la lignocelulosa, a decir una amplia
variedad pentosas y hexosas. Posteriormente, el etanol obtenido debe ser destilado y “secado”
para poder ser utilizado como carburante. La Figura 1 presenta un esquema de este proceso
aplicado al bagazo de cafia de azucar.

Bagazo de cana

Hidrolisis de hemicelulosa Jarabe de
Hemicelulosa
Celulasa Celulosa y -~
Lignina Detoxificacion
\ 4
Hidrdlisis Microorganismos Fermentacion
enzimatica <::| modificados ::f (Pentosas)
J para producir etanol 1
Co, v. 3 CO,

Combustible para

1 Etanol diluido (>40 g/L)
producir energia

para la planta < Sf)hqos Destilacion
(Vapor y Lignina ‘ Tranol 959
ano
Electricidad) ’

Deshidratacion

Etanol 100% 'wia

Figura 1. Esquema de Produccion de etanol carburante a partir de residuos agroindustriales.

A continuacion se presenta una descripcion de varias de las etapas indicadas en la Figura 1, en
las cuales los autores de este trabajo han participado.

2. ESTADO DEL ARTE EN ALGUNAS DE LAS ETAPAS DE PRODUCCION DE
ETANOL A PARTIR DE RESIDUOS AGROINDUSTRIALES.

Hidrolisis de la hemicelulosa.
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Existen varios métodos para llevar a cabo la hidrdlisis de la fraccion hemiceluldsica, sin
embargo uno de los mas estudiados y usado, por su bajo costo y facilidad relativa de
implementar, es el proceso termoquimico con acido sulfurico diluido. Este tratamiento puede
realizarse en procesos lote, con temperaturas que varian de 120-160°C, usando de 1 a 6% de
acido sulftrrico y tiempos de reaccidon de una a dos horas. En el caso de procesos continuos, se
utilizan temperaturas de 160-240°C, 1 a 2% de acido sulfurico y tiempos de reaccion de hasta
15 minutos.

Generacion de toxinas.

Sin embargo, durante el proceso de hidrolisis 4cida de esta fraccion, se generan compuestos
que inhiben el crecimiento de las bacterias y afectan drasticamente la produccién de etanol.
Entre estos compuestos se encuentran dcidos organicos (principalmente acético, formico y
levulinico), furanos, a decir derivados de hexosas (hidroximetilfurfural) y pentosas (furfural).
También estan presentes diversos compuestos aromaticos generados de la descomposicion de
la lignina, como vainilla, hidroxi-benzaldehido, y siringaldehido, asi como sus respectivos
acidos y alcoholes, y iones metélicos, estos ultimos liberados como resultado de la corrosion
del equipo y una amplia variedad de acidos, aldehidos y alcoholes fendlicos que varian
dependiendo del material lignoceluldsico que se emplea y de las condiciones del proceso
termoquimico. En la Figura 2 se presenta un resumen de “toxinas” que potencialmente pueden
estar presentes en los hidrolizados.

—I Hemicelulosa I I Celulosa I

i Fenolicos:

Glucosa A'cidos

M & ,

G alm:a Aldehidos

alactosa Glucosa
v Alcoholes
Xilosa &
Arabinosa
Alcohol

Furfurilico O HO O
+ (@) (@]
= e O
HM

Furfural F
L ‘L FURFURAL HMF
N Acido Acido Acido 2-Furaldehido Hidroximetil-Furfural
Acético Foérmico Levulinico

Figura 2. Composicion generalizada de hidrolizados provenientes de la fraccion
hemicelulosica de residuos agroindustriales.
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Para reducir el efecto adverso de estos compuestos en la produccion de etanol, se evaluo el
efecto de los aldehidos generados durante la elaboracion de los hidrolizados acidos de bagazo
de cafia sobre el crecimiento de cepas etanologénicas de Escherichia coli. Los resultados
obtenidos permitieron concluir que los aldehidos aromaéticos son los mas inhibitorios a bajas
concentraciones, sin embargo, los furanos derivados de la degradacion de los azlcares
muestran un fuerte efecto sinérgico de inhibiciéon cuando se encuentra en combinacion con
otros aldehidos o acidos. (Zaldivar et al., 1999). De manera analoga se ha evaluado el efecto
de los alcoholes generados durante la elaboracion de los hidrolizados acidos de bagazo de
cafia. En este caso se encontrdé que los alcoholes aromaticos reducen la produccion de etanol
mediante la inhibicion del crecimiento de E. coli. Cuantificando la liberacion de Mg
intracelular durante los tratamientos con los alcoholes, se encontrd que su toxicidad se debe
primariamente a un efecto de disrupcion de la membrana celular. Asi mismo, se ha encontrado
que comparando una misma concentraciéon molar de alcoholes aromaticos, aldehidos y acidos,
los alcoholes aromaticos son menos toxicos para el crecimiento de E. coli que sus respectivos
aldehidos y acidos. Un analisis global de estos datos permitid concluir que la toxicidad de
estos compuestos es directamente proporcional a la hidrofobicidad de los mismos. Finalmente,
las combinaciones de estos compuestos toxicos generalmente son aditivas. Sin embargo, al
combinarse con los furanos el efecto toxico es sinérgico (Zaldivar et al., 2000).

Detoxificacion.

Los resultados obtenidos permitieron detectar a los furanos como compuestos clave en la
toxicidad de los hidrolizados &cidos de bagazo de cafia. Por esta razon se evaluaron diversos
métodos para reducir, de manera sencilla y econdmica, la presencia de los furanos en los
mismos. Entre los métodos evaluados, encontramos que uno de los tratamientos mas versatiles
es con hidroxido de calcio, a valores de pH entre 10 y 11. Dichos tratamientos son mas
efectivos a temperaturas de 60 a 70°C, que a temperatura ambiente. En condiciones Optimas,
los tratamientos con hidroxido de calcio permiten reducir hasta en un 60% el contenido de
furanos en los hidrolizados. Sin embargo, la reduccién en los compuestos aromaticos es
insignificante y los acidos organicos no son destruidos durante el tratamiento. Con los
tratamientos a pH 7 y temperatura ambiente el rendimiento de etanol, en base al azucar total
presente en los hidrolizados, es unicamente del 30% a 48 horas de tiempo efectivo de
fermentacion. En contraparte, con los hidrolizados tratados en condiciones optimas (pH de 10
a 11 y temperatura de 60°C) la fermentabilidad de los mismos se incrementa substancialmente
y se obtienen rendimientos ligeramente mayores al 90% a las 48 horas de fermentacion
(Martinez et al., 2000a; Martinez et al., 2001).

Desarrollo de un método para la determinacion sencilla de furanos totales.

Como parte complementaria a este trabajo, se desarrollé un método para cuantificar de manera
rapida y sencilla a los furanos presentes en los hidrolizados. La complejidad en composicion
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de los hidrolizados, asi como el color de los mismos (café muy oscuro), requieren del uso de
técnicas como cromatografia de liquidos o espectrometria de masas, para poder identificar y
cuantificar a los furanos y otros compuestos presentes en los mismos. Mediante el uso de
espectros de absorcion en la region ultravioleta y visible, y de diluciones apropiadas en agua,
se encontrd que los hidrolizados tienen un espectro peculiar y que es posible correlacionar
dicho espectro con la concentracion total de furanos. Este método se estd usando con fines de
control de calidad para la produccion y para la detoxificacion de los hidrolizados acidos.
Aunque los furanos Unicamente representan una porcion de las toxinas presentes en los
hidrolizados, se encontré que la cantidad de furanos presente en los mismos permite predecir
su toxicidad (Martinez et al., 2000 b).

3. FERMENTACION DE PENTOSAS Y GLUCOSA CON BACTERIAS.

Ingenieria de vias metabdlicas en Escherichia coli para la produccion de etanol a partir
de pentosas y hexosas.

Por medio de Ingenieria de Vias Metabolicas (Modificacion y/o introduccion de nuevas
reacciones bioquimicas para el mejoramiento directo de propiedades celulares mediante
tecnologia de ADN recombinante), se han construido cepas recombinantes a partir de E. coli
mediante la introduccion de vias heter6logas para producir etanol. La estrategia mas exitosa ha
sido la integracién a cromosoma de los genes que codifican para la piruvato descarboxilasa
(pdc) y alcohol deshidrogenasa (adhB) de Zymomonas mobilis (Ohta et al., 1991); la
interrupcion de vias que compiten por el piruvato en la produccion de etanol (Ingram et al.,
1998; Ingram et al., 1999); y la construccidon de cepas que eliminen el fendmeno de represion
catabolica y puedan metabolizar pentosas y hexosas simultdneamente (Nichols et al., 2001;
Lindsay et al., 2003; Dien et al., 1999).

Una de las cepas mas exitosas, que pretende ser utilizada a nivel industrial para producir
etanol a partir de hidrolizados de residuos agroindustriales es la cepa KO11 (Lindsay et al.,
2003). KOI11 es una cepa derivada de E. coli B, con la cual en medio rico se obtienen
rendimientos de conversion de una amplia variedad de azucares en etanol cercanos al tedrico
(ligeramente mayores al 90%), incluyendo glucosa, manosa, xilosa, arabinosa, o mezclas de
los mismos en medios ricos (Nichols ef al.,, 2001; Lindsay et al., 2003). Sorprendentemente,
con esta cepa en cultivos anaerobios con glucosa o xilosa, se incrementa en un 40 y 50% la
velocidad especifica de crecimiento y el flujo glicolitico, respectivamente en comparacion con
la cepa progenitora (Tao et al., 2001). Este fendémeno se repite en diferente grado con otras
cepas etanologénicas de E. coli.

Estudios con la cepa KO11, han demostrado que se requiere de una cantidad elevada de
nutrientes para la produccion de etanol. Se han llevado a cabo anélisis de la expresion de los
genes que codifican para las enzimas PDC y ADH de Z. mobilis y se ha demostrado que mas
que un requerimiento nutricional especifico, la expresion cromosomal de pdc y adhB es
dependiente del medio de cultivo. Es decir que la activacion de los genes biosintéticos durante
el crecimiento en medios pobres reduce la expresion cromosomal de pdc y adhB, mediante un
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fenémeno de competencia por ARN, pozas de aminoacidos y precursores para la biosintesis de
macromoléculas. Los requerimientos nutricionales para la produccion de etanol han sido
substancialmente reducidos en cepas con una expresion elevada de los genes pdc y adhB
(Martinez et al., 1999).

Segunda generacion de biocatalizadores etanologénicos basados en Escherichia coli.

También se ha estudiado el efecto de sobre-expresar genes del metabolismo de carbono sobre
la velocidad especifica (flux) de formacion de etanol en la cepa KO11. En conjunto, los
resultados obtenidos indican que en la cepa de E. coli etanologénica KOI11, cuando esta
utilizando glucosa o xilosa, el flux en la glucdlisis no se encuentra controlado individualmente
por el transporte de la fuente de carbono, ni positivamente por enzimas de la via glucolitica.
No obstante algunos pasos enzimaticos de la glicolisis, tales como los catalizados por la
fosfofructo cinasa y la piruvato cinasa controlan de manera negativa el flujo glicolitico. No se
descarta la posibilidad de que el control positivo de la glicdlisis dependa de la sobre-expresion
de un conjunto de enzimas, por ejemplo: a través del incremento simultaneo de actividades
enzimaticas. Los resultados indican que el control del flux glicolitico en E. coli KO11 esta
parcialmente fuera de la via de Embden-Meyerhof-Parnas y se demostré que la actividad
enzimatica de Pdc limita el flux de piruvato hacia la formacion de etanol. En consecuencia la
sobre-expresion de pdcz, permitid incrementar los flujos de consumo del sustrato y el de
produccion de etanol durante la fase estacionaria, cuando se utiliza como fuente de carbono
glucosa o xilosa, con una concomitante disminucion del flux de carbono hacia la formacion de
acidos organicos. Finalmente, incrementando la actividad de Pdc se logré aumentar
sustancialmente el rendimiento tedrico de conversion de glucosa o xilosa en etanol (27% en
promedio) en medio mineral. Estos resultados demuestran que los esfuerzos enfocados hacia
el mejoramiento de cepas etanologénicas de E. coli deben considerar como uno de sus
principales objetivos la optimizacion de la expresion del gen pdcz,, asi como la bisqueda o
generacion de versiones mas activas de Pdc (Huerta-Beristain et al 2005; Huerta-Beristain et
al.,2007).

Asi mismo, se construyd una cepa etanologénica de E. coli derivada de E. coli B (cepa
CBEI14) integrando bajo el promotor de pfl, los genes de pdczn y adhBzy,. El rendimiento de
etanol en medio minimo con glucosa fue de 20, 70 y 90% respecto al tedrico maximo en la
cepas E coli B, KOl11 y CBE14 respectivamente. Se observo que el flujo de etanol se
incremento tres veces respecto a la cepa KO11 y el flujo glicolitico se incrementd en un 40%
en ambas cepas etanologénicas respecto a la cepa progenitora. Posteriormente se midieron las
actividades enzimaticas y los niveles de transcrito mediante la reaccion de la polimerasa en
tiempo real (RT-PCR por sus siglas en inglés), relacionadas a la glicolisis, asi como de los
pasos involucrados en el metabolismo del piruvato en condiciones de fermentacion. Se
encontr6 que los cambios observados estan relacionados con la sobre-expresion e incrementos
en el nivel de actividad de genes de la via heter6loga para produccioén de etanol, asi como
enzimas de transporte (PTS), y a la produccion y utilizacion de ATP. Esos resultados sugieren
que mayores niveles tanto de expresion como de actividad enzimdtica de Pdcy, y Adhyzy,
permiten modificar el flujo de carbono hacia la via de produccion de etanol. De la misma
forma, los ajustes observados en la glucolisis, pentosas y transporte, hacen posible una baja
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produccion de acidos organicos y el incremento en el flujo glicolitico. Los resultados también
sugieren que estos eventos estan relacionados al recambio de poder reductor y energia.
(Orencio-Trejo, datos no publicados). Adicionalmente se ha probado que la generacion de
acidos organicos cuando se utilizan concentraciones elevadas de aztcares (100 g/L de xilosa,
glucosa o la mezcla de ambas) reduce sustancialmente el rendimiento de formacion de etanol,
favoreciéndose la formacion de lactato, succinato, formato o acetato dependiendo del fondo
genético de la cepa utilizada (Orencio-Trejo, datos no publicados). Estos hechos han llevado al
planteamiento de interrumpir todas las vias de fermentacion que compitan con la
disponibilidad del piruvato y que no afecten el balance redox, o lo que es lo mismo, el
reciclamiento efectivo del NADH en condiciones anaerobias (Figura 3). Combinando estas
estrategias, es decir evitando que el flujo de piruvato se desvie a la formacién de acidos
organicos, teniendo un buen nivel de actividad de Pdc y Adh a través de genes expresados en
cromosoma y usando metodologias de evolucion metabdlica, se ha obtenido una nueva
generacion de cepas etanologénicas derivadas de E. coli, las cuales pueden fermentar
eficientemente pentosas y hexosas a etanol, con una nula produccion de acidos orgénicos, atin
usando altas concentraciones de xilosa, glucosa o hidrolizados con concentraciones de hasta
100 g/L de aztcares totales (Martinez et al., 2007). Con esta nueva generacion de cepas es
necesario realizar estudios de escalamiento para probar el potencial industrial de las cepas
etanologénicas de bacterias Gram Negativas.

HEXOSAS (Glucosa) + PENTOSAS (Xilosa)

Embden-Meyerhof-Parnas Entner-Doudoroff Via de las Pentosas

Interrumpir vias
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Figura 3. Esquema metabdlico desarrollado para la construccion de biocatalizadores basados
en Escherichia coli para la obtencion de cepas homoetanologénicas.

Desarrollo de catalizadores etanologénicos de segunda generacion.

También se ha trabajado en la construccién de cepas etanologénicas a partir de Bacillus
subtilis. B. subtilis puede utilizar una amplia variedad de azucares. Adicionalmente esta
bacteria tiene la capacidad de producir amilasas, de tal forma que potencialmente puede
utilizar directamente azticares provenientes de almidones de diferentes granos. También tiene
la capacidad de hidrolizar fracciones de celulosa y hemicelulosa, de tal forma que
potencialmente se puede simplificar el proceso de produccion planteado en la Figura 1. Esto
implica el desarrollo de cepas robustas, asi como de estrategias de ingenieria metabodlica y de
cultivo para favorecer la produccion de enzimas degradativas y catalizadores
homoetanologénicos, para posteriormente llevar a cabo la hidrélisis de la lignocelulosa y la
fermentacion de los azlcares obtenidos en una sola operacion unitaria. Por tal razon,
recientemente abordamos la estrategia de construir un nuevo biocatalizador etanologénico de
segunda generacion basado en B. subtilis.

Bacillus subtilis

Cepa silvestre alsS “udhA" ldh::pdczyradhB,
14.8% 29.6% 33% 0%
CO; Butanodiol CO; Rutanodiol

A

Piruvato bl ‘E Piruvato

\ 4
55.6% 0% 0% 66%
I.actato Etanol 1.actato Etanol

Figura 4. Distribucion de carbono en el desarrollo de una cepa homoetanologénica a partir de
Bacillus subtilis. El esquema de la izquierda representa la cepa progenitora y la de la derecha
la modificada por ingenieria de vias metabolicas.
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Las cepas silvestres de B. subtilis pueden fermentar 20 g/L de glucosa en 48 horas,
produciendo lactato y butanediol, pero no produce etanol. Usando metodologias de ingenieria
de vias metabolicas, se construy6 una cepa etanologénica de B. subtilis (BS35) interrumpiendo
el gene de la lactato deshidrogenasa (/dh) e integrando en cromosoma los genes pdcz, y adhzy,
bajo el promotor nativo de /dh. Se midieron las actividades enziméaticas de Pdc y Adh en la
cepa etanologénica y se encontrd que los niveles eran similares a los encontrados en cepas
etanologénicas de E. coli, por ejemplo como la KO11. La cepa BS35 produjo etanol y
butanediol, sin embargo, el crecimiento celular y el consumo de glucosa se redujeron 70 y
65% respectivamente, en comparacion con la cepa progenitora. Para eliminar la produccion de
butanediol, se inactivo el gene de la acetolactato sintasa (alsS). En la cepa resultante (BS36),
se increment6 la produccion de etanol (89% respecto al tedrico maximo); sin embargo, el
crecimiento celular y el consumo de glucosa fueron bajos. La expresion cromosomal de una
transhidrogenasa de E. coli, permitid una recuperacion parcial del crecimiento celular y
favorecer la produccidon de etanol desde la fase de crecimiento. Llevando cultivos de larga
duracioén, logramos demostrar que pueden obtenerse hasta 9 g/L. de etanol utilizando la cepa
BS37 (B. subtilis alsS udhA " Idh::pdcyadhBy,) a partir de 20 g/L de glucosa. La Figura 4
presenta un esquema simplificado de los resultados obtenidos a la fecha en este proyecto. Este
es un rendimiento practicamente del 90% respecto al teorico, el cual es el mayor valor
reportado para una bacteria Gram Positiva (Romero ef al., 2007).

4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

El desarrollo de biocatalizadores etanologénicos disefiados ex profeso para la utilizacion de
azucares provenientes de hidrolizados de lignocelulosa ha permito vislumbrar el uso de
residuos agroindustriales y otros recursos agricolas compuestos de celulosa, como materias
primas viables para la produccion de biocombustibles. Especificamente en el area de
produccion de etanol carburante, el desarrollo de metodologias, estrategias y el uso de nuevas
herramientas ha permitido un desarrollo mas acelerado de biocatalizadores
homoetanologénicos durante los ultimos afos. Estos microorganismos ahora deben acoplarse
al esquema general de produccion de etanol. Entre las areas que ahora requieren mayor estudio
son: la obtencidn eficiente de biomasa en tierras marginales; el desarrollo, implementacion y
optimizacion de procesos de hidrolisis enzimatica de celulosa; la optimizacion de procesos
termoquimicos para la hidrolisis de la hemicelulosa y de destilacion, esto con el fin de
minimizar el uso de energia fosil en las plantas de produccion de biocombustibles renovables;
y contemplar la produccion de otros biocombustibles que contengan una mayor capacidad
energética y que no sean higroscopicos como el etanol.
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ngenieria

ya se obtenian bebidas fermentadas como el

pulque y, con el tiempo, se han encontrado
nuevas aplicaciones en la medicina, la tecnologia
de alimentos, la remocion de contaminantes y en
procesos industriales, por citar algunas.

Nuestra necesidad de satisfactores ha ido
mas alla y en la década de 1970, como resultado
del conocimiento acumulado en el campo de la
biologia molecular, surgid la ingenieria genética y
sus técnicas de ADN recombinante,’ con lo cual se
abre la posibilidad de aislar, editar y modificar el
material genético.

El avance cientifico ha permitido la secuen-
ciacion de genomas completos y, como con-
secuencia, nace el interés por el estudio de la
funcion, interrelacion y evolucion de todos los
genes de un organismo, conocimientos que con-
tribuyen al surgimiento de la Ingenieria de Vias
Metabdlicas (vm) en los afos noventa. Esta dis-
ciplina se aboca a madificar o introducir nuevas
reacciones bioquimicas en el metabolismo de
alglin microorganismo, mediante tecnologia
de ADN recombinante, con el propésito de ade-
cuar propiedades celulares para la obtencién de
diversos productos como el alcohol carburante o
algunas proteinas como la insulina.

Esta drea de conocimiento apoya sélidamente
la investigacion en biotecnologia, que se enfoca
en la manipulacion genética de los microor-
ganismos con el fin de crear nuevos procesos
industriales como es el hecho de utilizar residuos
agroindustriales para obtener bioenergéticos
como etanol, biodiesel y butanol [cuadro 1].

E n la Mesoamérica prehispanica, no obstante,

RESIDUOS AGROINDUSTRIALES

EN TRANSFORMACION

El actual desarrollo econdmico nacional y mundial
esta cimentado en el comercio y la transformacion
del petréleo (recurso natural no renovable). Para

—Laingenieria de vias

metabdlicas (vM) trabaja en la
modificacion o introduccion de
nuevas reacciones bioquimicas en

el metabolismo de los microorga-
nismos para obtener productos utiles
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la economia mexicana, su exportacion, aunada
a las ventas nacionales, representa un tercio de
los ingresos del gobierno federal; no obstante, se
prevé su agotamiento durante el primer cuarto del
presente siglo, lo cual plantea problemas tanto
econémicos como de abasto de energia, ya que
nuestra demanda energética es satisfecha, princi-
palmente, a partir del petréleo. De aqui la urgencia
de impulsar el desarrollo y la implementacion de
un plan estratégico que conduzca a mantener las
reservas de petroleo y gas natural por un periodo
mayor al estimado, mediante la sustitucion gra-
dual de las materias primas fosiles con derivados
quimicos y energéticos obtenidos a partir de tec-
nologias sustentables® que, ademas, sean mas
amigables con el ambiente.

1. Técnicas de laboratorio llevadas a cabo con el fin
de combinar fragmentos de ADN que usualmente no
estarian juntos.

2. La biotecnologia esta presente en cualquier aplicacion
tecnologica realizada en organismos vivos, sistemas
bioldgicos o sus derivados con un fin especifico. Una
caracteristica importante de los procesos biotecnolo-
gicos es que son sustentables y amables con el
ambiente.

3. Las tecnologias sustentables plantean la obtencién
de bienes o insumos a partir de recursos renovables.



En este sentido, los residuos agroindustriales
representan una fuente renovable de energia,
pues se obtienen en cantidades enormes y cons-
tituyen una materia prima barata. Ademas, cual-
quier residuo agroindustrial puede ser convertido
en diversos productos con mayor valor agregado,
incluyendo sustitutos de derivados petroguimicos
y combustibles [cuadro 2J.

BACTERIAS ALCOHOLICAS:

ENERGIA PARA EL TRANSPORTE

Desde hace mas de tres décadas, se ha demos-
trado la factibilidad tecnoldgica y practica de
emplear etanol producido por el metabolismo
de microorganismos, a partir de azicar de cana
o de almidén de maiz, como combustible para
automoviles. En la actualidad, millones de autos
circulan usando etanol o mezclas de gasolina-
etanol, principalmente en Brasil y los Estados
Unidos.

Debido a la enorme cantidad de autotrans-
porte en el mundo, y en particular en nuestro
pais, se requiere contar con enormes voliumenes
de etanol para cubrir la demanda energética,
y los residuos agroindustriales son la materia
prima mas ventajosa.

LA BIOTECNOLOGIA
Y SUS APLICACIONES

Biotecnologia roja

‘ - Biotecnologia verde. =

- Biotecnologia blanca

Escherichia colies una bacteria que, de forma
natural, puede consumir una amplia variedad de
azicares, incluyendo glucosa y xilosa [azicares
muy abundantes en los residuos agroindustriales),

_ a partir de los cuales se producen compuestos

como los acidos aceético,“ férmico,® succinicot y
peguenas cantidades de etanol.

Mediante los procesos propios de la inge-
nieria de vias metabdlicas se ha logrado que
E. coli produzca etanol a partir de la glu-
cosa y xilosa, modificando su funcionamiento.
Asi se ha logrado, en el Departamento de
Ingenieria Celular y Biocatalisis del Instituto
de Biotecnologia de la uNaM, producir mayori-
tariamente etanol a partir de glucosa y xilosa;
ademas, se llevan a cabo estudios que podran
ser base de tecnologias independientes del
petroleo, como aquéllos abocados a lograr que
esta cepa etanologénica de E. coligenere etanol

. Es conocido como vinagre.

Es el mas simple de los acidos organicos; es
relativamente fuerte y de olor irritante. Se encuentra en
la saliva de las hormigas y es usado como presarvativo
y corno agente antibacteriano en alimento para ganado.
. Puede utilizarse como suplemento alimenticio y en la
sintesis de productos quimicos. Se genera en el proceso
de fermentacion de algunas bebidas como los vinos.

oo

o~
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con mayor velocidad, para obtener procesos
competitivos a escala industrial [cuadro 3].

El proceso para producir etanol a partir
de residuos agroindustriales requiere un trata-
miento previo para romper la celulosa y liberar
la glucosa; éste es el paso mas costoso e
involucra el empleo de celulasas (conjunto de
enzimas puras que rompen la celulosa y liberan
glucosa) de hongos.

Bacillus subtilis es una bacteria que se
encuentra comunmente en el suelo. En forma
tradicional se ha usado para producir enzimas
atiles en la manufactura de detergentes bio-
degradables. En comparacion con £. colj, tiene
la ventaja de sintetizar una gran variedad de
enzimas degradativas y transportarlas al exte-
rior celular. Este eficiente sistema de secrecion
puede ayudar a transportar enzimas [celulasas)

—La IvM procura incidir
en la produccion

de combustibles alternativos

a los fosiles que, ademas
de contaminar, no son
recursos renovables
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que rompan la celulosa para liberar glucosa y
poder aplicarla en la produccion de etanol, asi
se obtendria una nueva tecnologia con un bajo
costo de produccion. Sin embargo, B. subtilis
es un microorganismo que, de forma natural y
en condiciones de fermentacion, genera otros
compuestos a partir de la glucosa, pero no
etanol.

En nuestro instituto se ha logrado obtener
una B. subtilis que genera etanol como producto

DESECHOS
AGROINDUSTRIALES
REUTILIZABLES

Bagazo de cana, cascarilla del arroz, ras-
trojo v olote de maiz, pastos, desechos de
madererias [viruta y aserrin}, maderas
suaves y duras, papel desechado de ofi-
cinas... Todos estos restos pueden ser
transformados, mediante procesos qui-
micos y enzimaticos, en azlcares simples
de:seis [glucosa y manosal y cinco (xilosa
y arabinosal atormos de carbono, gue
algunos microarganismaos pueden utilizar
como alimento y transformarlos en pro-
ductos Utiles.




: 3

principal, al meodificar su metabolismo por
medio de ingenieria de vias metabolicas. La cepa

de B. subtilis resultante produce etanol a partir de 06M0 OBTENER ETANOL

.. glucosa con rendimientos mayores a 95 por ciento. A PARTI R DE E COLI
. PERSPECTIVAS i ; :
| La ingenieria de vias metabélicas constituye una Eomar los?lgenes ?Ue Cfdmcf,n At U

alternativa para llevar a cabo la transicion de ecarhoxilasa y alcohiol deshidrogenasa de Zymoirionas

nuestra actual dependencia del petréleo hacia mobilis [una de las bacterias que producen el uel:

una sociedad energéticamente renovable y

% : e ~Integrarlos en el genoma de £ coli con el objetivo de generar
amable con el medio ambiente. En México se :

una nueva via metabolica para la sintesis de etanol, gue es

consumen, aproximadamente, 105 millones de mas eficiente que la pre-
litros de gasolina diariamente, esto es equi- sente originalmente en
valente a un consumo per capita de 1 litro de esta bacteria,
gasolina por dia, valor que refleja los tremendos
esfuerzos cientificos y tecnolégicos que deben - Eliminar del genoma de £.
ser realizados para convertir grandes cantidades colilas vias metabolicas

I de biomasa en etanol carburante. ® gue prﬂdl{clqn succinico,

formico, lactica y acético.
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COMPUESTOS AROMATICOS E INGENIERIA METABOLICA
EN BACTERIAS

Susana Romero G., Montserrat Orencio T.,
Alfredo Martinez J. y Guillermo Gosset L.

La ingenieria metabdlica en el campo industrial se aplica para la
modificacion de microorganismos que producen compuestos importantes
para el ser humano; la finalidad es lograr procesos mas amigables con el
medio ambiente.

En los ultimos afos, han ocurrido avances cientificos importantes en el area de la
biologia molecular. Esta es una parte de la biologia que se encarga del estudio de las
moléculas que conforman a los seres vivos. Asi mismo, el conocimiento sobre el
funcionamiento de los seres vivos se ha incrementado considerablemente, al poderse
conocer la informacion contenida en su material genético. Adicionalmente, a partir de la

biologia molecular, se desarrollé la ingenieria genética, la cual consiste en una serie de

métodos que permiten la modificacién directa del material genético. Las herramientas de
la ingenieria genética permiten aislar material genético de cualquier organismo,
modificarlo fuera de éste y posteriormente introducirlo al mismo organismo o a otro y con
esto modificar sus propiedades. Todo este cumulo de conocimiento y de metodologias
contribuyeron al surgimiento de la ingenieria de vias metabdlicas o ingenieria metabdlica,
en la década de los noventas. Esta se trata de una rama de la biotecnologia abocada a la
modificacion y/o introduccion de nuevas reacciones bioquimicas en el metabolismo de

algun microorganismo, mediante la aplicacion de la ingenieria genética.

El metabolismo de las bacterias
Metabolismo es el conjunto de reacciones bioquimicas necesarias para:

transformar quimicamente los nutrientes en las moléculas que formaran parte de una



célula, obtener la energia bioquimica necesaria y mantener la integridad celular de
cualquier microorganismo. Los compuestos quimicos que son transformados y conforman
el metabolismo se llaman metabolitos. Para su estudio, el metabolismo puede dividirse de
acuerdo a su funcion en la célula. El llamado metabolismo central es el conjunto de
reacciones que pueden transformar un azucar como la glucosa en otras moléculas que

seran precursoras de todos los componentes celulares.

Las reacciones bioquimicas son llevadas a cabo por enzimas, las cuales son
proteinas con capacidad para funcionar como catalizadores; asi, varias reacciones
enzimaticas generan una via metabdlica, dando como resultado la transformacién de la
materia prima en diferentes productos metabdlicos; por ello, al practicar ingenieria de vias
metabdlicas en algun organismo, cada una de estas reacciones puede ser blanco de

modificacion.

Tipos de modificaciones
Al emplear las herramientas de la ingenieria genética es posible modificar los genes y
conseguir aumentar o disminuir el nivel de uno o varios de los catalizadores biolégicos
(las enzimas) que controlan el destino de los metabolitos dentro de la célula. Realizando
este tipo de cambios es posible alterar el metabolismo de un microorganismo y mejorarlo
como productor de algun compuesto quimico. Entre las mejoras que se puede obtener
destacan:
> Eliminar o reducir la formacion de productos no deseados, para obtener productos
unicos o mayoritarios.
La produccion de acido acético es una caracteristica no deseable ya que
este metabolito es tdxico para los microorganismos. Mediante la inactivacion
de alguno de los genes de la via de sintesis de acido acético, ha sido posible
eliminar la produccion de este compuesto.
» Obtener sustancias que antes no generaba una bacteria usando vias metabdlicas

que existen en otros microorganismos.



La introduccion de genes de la bacteria Pseudomonas a otra bacteria
llamada Escherichia coli, ocasiond que esta ultima ahora lograra la sintesis
del colorante industrial llamado indigo.

> Aumentar el numero de diferentes materias primas que pueda usar una bacteria

para crecer.

La modificacion del sistema de transporte de glucosa ha permitido que la
bacteria Bacillus subtilis que no podia consumir el azucar xilosa, ahora
pueda hacerlo de forma eficiente y simultanea con la glucosa.

> Incrementar la cantidad producida de un compuesto y lograrlo en un menor tiempo.
Mediante la eliminacién de vias que compiten por el substrato comun
corismato, ha sido posible incrementar la productividad en la sintesis del

aminoacido tirosina.

Compuestos aromaticos a partir de bacterias modificadas

Los compuestos aromaticos conforman un grupo amplio de moléculas organicas
que contienen anillos cerrados de atomos de carbono. El benceno es un ejemplo de un
compuesto aromatico, a partir de éste, mediante transformaciones quimicas se pueden
originar muchas otras moléculas aromaticas. Un numero importante de los compuestos
quimicos producidos industrialmente son de tipo aromatico, entre ellos se encuentran
conservadores de alimentos, perfumes, colorantes, entre otros. Los métodos quimicos
tradicionales para producir los compuestos aromaticos incluyen la utilizacidon de
disolventes como el benceno, el tolueno y el xileno, provenientes de fuentes no
renovables como el petréleo, por o que pueden ser costosos, ademas de generar
problemas de contaminacion. Debido a esto, es deseable contar con tecnologias alternas
que no sean dependientes de dicho hidrocarburo y mas amigables con el medio
ambiente.

Por otro lado, la mayoria de las bacterias tiene la capacidad natural de sintetizar
algunos compuestos aromaticos, entre ellos, los aminoacidos aromaticos: fenilalanina,
tirosina’ y triptdfano, lo cual abre la posibilidad de aplicar la ingenieria metabdlica para
incrementar la capacidad de sintesis de este tipo de compuestos y generar tecnologias

sustentables para producirlos.



Por ejemplo, con la aplicacién de la ingenieria metabdlica, ha sido posible modificar
la bacteria Escherichia coli (E. coli) para convertirla en productora de fenilalanina,
empleando el azucar glucosa como materia prima. A su vez, la fenilalanina puede ser

convertida en:

> 2-feniletanol (2-PE), un compuesto con olor de rosa, empleado en la industria de
los alimentos y en la fabricacion de perfumes y cosméticos. Su produccion mundial

se estima en 7 mil toneladas al ano.

> Aspartamo, un edulcorante potente, de 160 a 180 veces mas dulce que el azucar
(sacarosa). Su produccion anual es de aproximadamente 11 mil toneladas y es
adicionado en bajas cantidades como edulcorante a los alimentos de bajo
contenido caldrico o light. Abarca un amplio mercado internacional y sus ventas

anuales son estimadas en 1,500 millones de délares estadounidenses.

Otro compuesto aromatico de importancia industrial es el triptéfano, a partir del cual,
se puede sintetizar el indol (precursor del azul indigo), colorante para telas, derivado del
petroleo, muy usado en la mezclilla, cuya produccion anual se calcula en 13 mil
toneladas. En contraposicion, investigaciones recientes en el terreno de la ingenieria
metabdlica han permitido generar cepas modificadas de la bacteria E. coli con capacidad

para sintetizar indigo a partir de glucosa.

Investigaciones pro ambientales

En el Departamento de Ingenieria Celular y Biocatalisis del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM se realizan estudios para que microorganismos modificados por
ingenieria metabdlica puedan convertir eficientemente azucares como la glucosa, en
aminoacidos aromaticos.

Se han obtenido cepas modificadas de E. coli con la capacidad de sobreproducir
los compuestos aromaticos: fenilalanina, tirosina, antranilato, catecol y melanina.? El
antranilato y el catecol son compuestos empleados como materia prima para la sintesis
quimica de farmacos, saborizantes y colorantes. La estrategia empleada para generar las
cepas modificadas se basa principalmente en eliminar pasos de regulac:ién3 que no

4



permiten la conversion de un compuesto en otro de interés, pero con el uso de técnicas
de ingenieria genética ha sido posible generar bacterias no sujetas a esta regla, con lo
cual se obtiene mayor actividad de las enzimas de la via metabdlica de interés para lograr
que la célula sintetice gran cantidad de un metabolito en particular.

Siguiendo estrategias de ingenieria metabdlica se han generado bacterias
productoras de melanina, lo cual se logré introduciendo a la bacteria E. coli el gen
denominado melA, proveniente de la bacteria del suelo Rhizobium etli (dicho gen contiene
la informacion genética para que se sintetice la enzima tirosinasa, encargada de convertir
el aminodcido tirosina en el polimero melanina).

Como resultado, la bacteria E. coli que alberga el gen melA, ahora puede producir
melanina; primer paso hacia la generacion de una tecnologia bioldgica para la produccion

de melaninas con aplicaciones médicas y cosméticas.

Perspectivas

Los ejemplos citados, ilustran cémo la ingenieria de vias metabdlicas constituye
una de las herramientas que permitira sustituir nuestra actual dependencia del petroleo
con el fin de transitar hacia nuestra conversién en una sociedad con tecnologias
renovables y amables con el medio ambiente. A pesar de los avances logrados, todavia
falta mucho camino por recorrer para llegar a crear una base industrial totalmente
sustentable, uno de los mayores retos que enfrenta nuestra sociedad, pero también una
de las grandes oportunidades para aplicar la ciencia y la tecnologia al mejoramiento del

ambiente y la optimizacion en la calidad de vida.
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Glosario

Biologia molecular. Conjunto de técnicas que permiten el estudio de las moléculas que
contienen informacion en la célula.

Biotecnologia. Es la generacion de bienes y servicios empleando células vivas o sus
componentes.



Ingenieria genética. Conjunto de métodos y técnicas moleculares empleadas para modificar in
vitro el material genético de los organismos.

Secuencia nucleotidica. Determina el orden de las unidades que conforman polimeros como el
acido desoxirribonucleico (ADN). Esta informacion permite identificar a genes y deducir las
proteinas codificadas por éstos.

(Notas a pie de pagina)

1. El aminoacido aromatico tirosina es una materia prima para la sintesis de L-DOPA, el farmaco
mas eficaz disponible actualmente para el tratamiento del mal de Parkinson, ademas de ser
precursor de la melanina, la cual es un polimero de color negro, empleado como protector
solar en algunas lociones bronceadoras.

2. La melanina es un pigmento natural que da color a la piel y cabello, entre otros, ademas de
constituir un sistema de proteccién contra la radiacioén ultravioleta del sol.

3. Normalmente, la célula sélo produce la cantidad necesaria de compuestos aromaticos que
requiere para su crecimiento.

Bibliografia

> G. Gosset y F. Bolivar. (2004). “Ingenieria celular microbiana”, Fundamentos y casos exitosos
de la biotecnologia moderna. F. Bolivar (compilador y editor). El Colegio Nacional, México.
Pag. 219 - 248.

> Baez, Viveros J. L., etal. (2004). “Metabolic Engineering and Protein Directed Evolution
Increase the Yield of L-Phenylalanine Synthesized from Glucose in Escherichia Coli”.
Biotechnology & Bioengineering, 87:516-524.

> Lagunas, Mufoz V. H., et. al. (2006). “Optimum Melanin Production Using Recombinant
Escherichia Coli”. Journal of Applied Microbiology, 101:1002-1008.

Susana Romero Garcia es quimica farmaco bidloga por la Universidad Nacional
Autonoma de México (UNAM), maestra en ciencias bioquimicas por el Instituto de
Biotecnologia (IBt) de la misma casa de estudios, donde esta por obtener el doctorado en
ciencias bioquimicas, en el Laboratorio de Ingenieria Metabdlica de Bacterias.

Montserrat Orencio Trejo es ingeniera bioquimica por la Escuela de Ciencias Biologicas
de la Universidad Autonoma de Coahuila, maestra en ciencias bioquimicas por el IBt-
UNAM, donde esta por obtener el doctorado en ciencias bioquimicas, en el Laboratorio de
Ingenieria Metabdlica de Bacterias.



Alfredo Martinez Jiménez es ingeniero bioquimico por la Universidad Autéonoma
Metropolitana, Iztapalapa, maestro y doctor en biotecnologia por el IBt — UNAM, donde
actualmente es investigador titular. Es miembro de la Sociedad Mexicana de
Biotecnologia y Bioingenieria, de la Red Mexicana de Bioenergia, de la Sociedad de
Microbiologia de los Estados Unidos (EUA) y de la Sociedad de Microbiologia Industrial de
EUA, asi como del SNI nivel I1.

Guillermo Gosset Lagarda es bidlogo por la Universidad Autonoma de Guadalajara,
maestro en investigacion biomédica basica y doctor en biotecnologia. Es investigador
titular en el IBt — uNAM, miembro de la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y
Bioingenieria, de la Sociedad de Microbiologia de los Estados Unidos (EUA) y de la
Sociedad de Microbiologia Industrial EUA, asi como del SNI nivel 1.



	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Objetivos e Hipótesis
	4. Materiales y Métodos
	5. Resultados y Discusión
	6. Conclusiones
	7. Perspectivas
	8. Bibliografía
	9. Apéndices

