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1.-RESUMEN 

La ingeniería metabólica en bacterias se emplea para incrementar el flujo 

metabólico o la productividad de metabolitos de interés, usando estrategias 

como: la sobreexpresión de genes específicos, redirigiendo el flujo de carbono 

hacia vías deseadas o inactivando otras. Como primera etapa, en este trabajo, 

E. coli etanologénica fue modificada metabólicamente para evaluar el efecto 

sobre la productividad y el rendimiento de etanol, incrementando la actividad 

de enzimas clave del metabolismo central de carbono, en cultivos en medio 

mineral con glucosa o xilosa como fuente de carbono. Se encontró que la vía 

heteróloga de formación de etanol limita el flujo de carbono de glucosa o xilosa 

a etanol.  

Por otro lado, E. coli ha sido la célula hospedera mas usada para 

sobreexpresar genes homólogos y heterólogos, con el objetivo de incrementar la 

producción de proteínas y metabolitos específicos usando plásmidos 

multicopia. Estás estrategias reducen la velocidad específica de crecimiento (µ) 

como consecuencia de un fenómeno de carga metabólica: incremento en la 

demanda de nucleótidos, energía e intermediarios de síntesis de aminoácidos. 

En este trabajo encontramos que la reducción en µ en E. coli es contrarrestada 

mediante incrementos de la actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de 

Zymomonas mobilis (ZWFZm), debido a que ocasiona un aumento de precursores 

metabólicos a partir de la vía de las pentosas fosfato, un mayor nivel en la 

relación NADH/NAD+ y se evita el incremento en la relación NADPH/NADP+. En 

una cepa interrumpida en la glucólisis, en el gene que codifica para la 

fosfoglucosa isomerasa (E. coli JM101 pgi-), la µ también se ve afectada 

drásticamente. De igual forma, la expresión simultánea de un transportador 

inespecífico de galactosa-glucosa (galP) y la glucocinasa (glk), junto con zwfZm 

permitió recuperar la velocidad de crecimiento en un 67% con respecto a la 

cepa silvestre sin inactivación en pgi-. 

Partiendo de la cepa etanologénica de E. coli KO11 (E. coli W pfl::pdc 

adhB cat, ∆frd), se modificó su metabolismo para evaluar la redistribución del 
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flujo de carbono a través de la vía de Entner-Doudoroff (E-D) hacia la 

producción de etanol. Se uso una mutante en pgi (KO11 pgi-). KO11 pgi- no 

crece en medio mineral-glucosa bajo condiciones no aireadas y por evolución 

metabólica de KO11 pgi- se obtuvo una cepa capaz de crecer bajo condiciones 

no aireadas, llamada KO11 E35. Esta cepa mostró un incremento del flujo de 

carbono a través de las primeras dos reacciones de la vía de las PP y E-D; 

debido a incrementos de las actividades enzimáticas de estas vías. Esto 

permitió una recuperación parcial de la formación de la biomasa, velocidad 

específica de consumo de glucosa (qS) y de producción de etanol (qEtOH), 

además, los flujos de formación de acetato, formato y lactato incrementaron de 

2 a 3 veces, en comparación con KO11. La sobreexpresión simultánea de galP y 

glk, junto con zwf de Z. mobilis en KO11 E35, incrementó ligeramente la qS y 

qEtOH con respecto a KO11 E35. Sin embargo, con respecto a  KO11, la 

cantidad de biomasa se redujo a la mitad, incrementando el flux de carbono 

hacia acetato, formato y lactato. 

Finalmente, se generó una derivada homoetanologénica a partir de KO11 

E35, inactivando los genes pta, ack y ldh. En la cepa resultante, KO11 PPAL-, 

las actividades de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (ZWF) y de Entner-

Doudoroff incrementaron 17.1 y 2.6 veces, respectivamente, con respecto a 

KO11. Además, un incremento en el nivel de piruvato descarboxilasa y alcohol 

deshidrogenasa en KO11 PPAL- permitieron obtener velocidades específicas de 

formación de etanol similares a las de KO11, pero con la mitad de masa celular 

y sin flujos de carbono hacia acetato, lactato y formato. En consecuencia el 

rendimiento etanol/glucosa en medio mineral incremento 13%. Estos datos 

demuestran que es posible obtener el mismo flux de glucosa a etanol usando la 

vía de E-D como ruta alternativa a la vía de Embder-Meyerhoff-Parnas. 
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2 ABSTRACT 

Metabolic engineering is used to increase the metabolic flux or 

productivity using strategies such as: overexpression of key genes in multicopy 

plasmids or by chromosomal integration, redirecting the carbon flux through a 

disable pathway or interrupting other pathways. In this work ethanologenic E. 

coli was engineered to evaluate the effect into ethanol productivity and yield, by 

increasing the activity of key carbon metabolism enzymes, in mineral medium 

with glucose and xylose as carbon sources. It was found that the heterologous 

pathway of ethanol production limits the carbon flux from glucose or xylose to 

ethanol. 

In addition, with the objetive of increasing the production of specific 

proteins and metabolites E. coli has been the most used host for the 

overexpression of homologous or heterologous genes using multicopy plasmids. 

As a consequence of a metabolic load effect, these strategies reduce the specific 

growth rate (µ) of the host strains. In this work we found that the metabolic 

burden generated in E. coli, was relieved by increasing the heterologous activity 

of the glucose-6-phosphate dehydrogenase from Zymomonas mobilis, because 

in addition to an increase of precursor levels from the pentose phosphate 

pathway, results show that, in comparison to the wild type strain, increases in 

the NADH/NAD+ ratio promote the increase on µ, but increases in the 

NADPH/NADP+ ratio decrease this parameter. Furthermore, in a strain blocked 

in the glycolysis, in the gene that encodes the phosphoglucose isomerase (E. 

coli JM101 pgi-), µ is also drastically impaired. Also, simultaneos expression of 

the homologous unspecific galactose-glucose transporter (galP), the 

glucokinase (glk), and the heterologous zwfZm from Z. mobilis in JM101 pgi- 

allowed to recover 67% of the growth rate with respect to the wild type strain. 

Starting from the ethanologenic E. coli strain KO11 (E. coli W pfl::pdc 

adhB cat, ∆frd); its metabolism was modificated to evaluate carbon flux 

redistribution through the Entner-Doudoroff (E-D) pathway. A phosphoglucose 

isomerase (pgi) knockout mutant (KO11 pgi-) was used. KO11 pgi- grew poorly 
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in mineral media-glucose under anaerobic conditions. By metabolic evolution a 

strain able to grow under anaerobic conditions was obtained: KO11 E35. This 

strain showed increased  values of enzymatic activities for the first two reaction 

of the PP and E-D pathways. KO11 E35 partially recovered biomass formation, 

specific glucose consumption (qS) and ethanol production rate, in comparison 

with KO11. However, carbon flux to ethanol (qEtOH) was one-third the capacity 

of KO11, nevertheless, carbon flux to acetate, formate and lactate increased 

between 2 to 3-fold. 

Simultaneous homologous overexpression of galP and glk, and the 

heterologous zwf from Z. mobilis in KO11 E35, increased slightly the qS and 

qEtOH with respect to KO11 E35. However, biomass formation was still half of 

that obtained with KO11, and also increased fluxes to acetate, formate and 

lactate were found. A homoethanologenic derivative was obtained from KO11 

E35, deleting the pta, ack and ldh genes, obtaining KO11 PPAL-. Main results 

showed that activity values for glucose-6-phosphate dehydrogenase and the E-

D pathway enzymes increased 17.1 and 2.6-fold, respectively, in KO11 PPAL- in 

comparison with KO11. Also, an increase of the level of pyruvate decarboxylase 

and alcohol dehydrogenase in KO11 PPAL- allowed to obtain specific ethanol 

formation rates similar to those found in KO11, but with half the cell mass and 

without carbon flux to acetate, formate and lactate, resulting in a 80% 

ethanol/glucose yield from the theoretical. These results demonstrate that it is 

possible to obtain the same carbon flux from glucose to ethanol using the PP 

and the E-D pathways as alternative routes for the Embden-Meyerhoff-Parnas 

pathway. 
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3 INTRODUCCIÓN 

3.1 Importancia de la producción de etanol 

 El agotamiento del petróleo y de otros combustibles fósiles plantea la 

necesidad de desarrollar alternativas para la obtención de combustibles 

renovables. Una alternativa atractiva para el esquema nacional y de otros 

países, es la producción de etanol carburante a partir de residuos 

agroindustriales, evitando así la competencia con sustratos que se utilizan 

como alimento para humanos y animales. Para lograr la conversión de todos 

los azúcares presentes en estos residuos, es necesario modificar cepas de 

levaduras o bacterias por técnicas de ADN recombinante. Así mismo, es 

importante llevar a cabo estudios que permitan entender el funcionamiento de 

la célula con el fin de lograr rendimientos elevados de conversión y con 

velocidades volumétricas y específicas de producción de etanol que sean 

compatibles con esquemas de producción a escala comercial. 

 

3.2 Ingeniería Metabólica 

En los últimos años el empleo de la tecnología del ADN recombinante y el 

análisis sistemático de datos biológicos han aumentado considerablemente, 

dando lugar a la ingeniería de vías metabólicas (IVM), la cual se puede definir 

como la modificación y/o introducción de nuevas reacciones bioquímicas para 

el mejoramiento directo de propiedades celulares mediante tecnología de ADN 

recombinante (Stephanopoulos 1998; Stephanopoulos 1999; Bailey 1991; 

Nielsen 2001). La IVM hace uso de herramientas metodológicas para 

cuantificar flujos metabólicos, concentración de intermediarios metabólicos y 

productos.  

Entre los propósitos de la IVM se encuentran: reestructurar o crear redes 

metabólicas, alterar la distribución de flujos de carbono y amplificar, inhibir, 

eliminar, transferir o desregular genes o enzimas. Sus principales aplicaciones 

son: mejorar rendimientos de formación de productos (cantidad de producto 

producido a partir de una cantidad de azúcar determinada), extender el 
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intervalo tanto de sustratos metabolizables, como de productos, complementar 

vías, obtener productos nuevos en la célula huésped, dirigir y aumentar o 

reducir el flujo hacia una ramificación deseada y mejorar productividades 

(fluxes = velocidades específicas de formación de productos por gramo de 

células en un tiempo determinado). Finalmente, la IVM es multidisciplinaria, e 

involucra a la ingeniería bioquímica, genética, biología molecular, bioquímica, 

fisiología y química analítica, entre otras disciplinas.  

 

3.3 Metabolismo central del carbono en E. coli. 

En E. coli el metabolismo central es el responsable de generar precursores 

para la síntesis de macromoléculas, energía y de reciclar cofactores (Böck y 

Sawers 1996; Fraenkel 1996). De tal forma que la modificación o inactivación 

de una actividad enzimática en el metabolismo central puede llevar a cambios 

importantes en la fisiología celular, tales como la distribución de flujos, 

regulación, niveles de metabolitos intermediarios y actividades enzimáticas. El 

metabolismo central de carbono se divide en diferentes vías metabólicas (Fig. 

3.1): 

1. La vía glucolítica o de Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP), convierte la 

glucosa-6-fosfato a piruvato y precursores de aminoácidos, generando ATP y 

NADH.  

2. La vía de las pentosas fosfato (PP), donde la glucosa es convertida en 

gliceraldehído-3-fosfato, fructosa-6-fosfato, CO2, precursores de 

aminoácidos y nucleótidos, generando NADPH. 

3. El ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) que oxida acetil-CoA a 

precursores de aminoácidos y CO2, generando FADH2, NADPH y GTP. 

4. Vías accesorias como la del glioxal y anapleróticas. 

5. La vía de Entner-Doudoroff (E-D) que produce piruvato y gliceraldehído-3-

fosfato, generando NADPH. 

Las herramientas clásicas de estudio, en lo referente al metabolismo 

central se sustentan en la modulación de la actividad específica de algún(os) 

Neevia docConverter 5.1



INTRODUCCIÓN 
_________________________________________________________________________________________________________ 

 7 

gen(es) relacionados con una vía metabólica en particular, a través de la 

regulación o modificación de las propiedades genéticas del gen en particular o 

de genes relacionados con el proceso de utilización o producción del metabolito 

de interés, así como en la utilización de enzimas modificadas. En ciertos casos 

la interrupción de la expresión de cierto gen o grupo de genes ha tenido éxito 

en el estudio de su papel en el metabolismo y la fisiología del sistema biológico, 

en particular en bacterias. Estudios metabólicos de cepas con genes del 

metabolismo central inactivados han mostrado que tales interrupciones 

pueden ser compensadas por isoenzimas o redirigiendo el flux de carbono 

hacia vías metabólicas alternativas (Hua et al., 2003). 

 

3.4 Planteamiento de modificación del metabolismo central para 

incrementar el flujo de carbono hacia la formación de etanol 

De todos de los microorganismos etanologénicos, incluyendo a las 

levaduras, la bacteria Gram negativa Zymomonas mobilis es la que tiene la 

mayor velocidad específica de formación de etanol (Sprenger 1996; Panesar et 

al., 2006). Una característica relevante de esta bacteria es que usa la ruta de 

Entner-Doudoroff (E-D) como vía para el catabolismo de la glucosa (Conway 

1992). El rendimiento neto de ATP de esta vía es de un mol de ATP por mol de 

glucosa catabolizada (Figura 3.1). Este bajo rendimiento energético ocasiona 

que la formación de células sea baja y para contender con el bajo nivel 

energético la glucosa es catabolizada a un alto flux glucolítico hacia la 

formación de etanol (Arfman et al 1992; Panesar et al., 2006). Por lo tanto, en 

este trabajo postulamos que es posible que la sobre-expresión de los genes zwf, 

edd y eda de la vía de Entner-Doudoroff de Z. mobilis o la activación de la vía 

de E-D nativa en E. coli, conjuntamente con la inactivación de pgi, incremente 

los niveles de intermediarios metabólicos y actividades enzimáticas de esta vía, 

esto ocasionaría la canalización de la mayor parte del flujo de carbono a través 

de la vía de Entner-Doudoroff para el catabolismo de glucosa en E. coli, 

produciendo una disminución en el rendimiento de ATP y en la síntesis de 
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biomasa. En consecuencia, se incrementaría el flux de carbono hacia la 

formación de piruvato y etanol en E. KO11 pgi- bajo condiciones no aireadas. 

 

Figura 3.1. Vías del metabolismo central de E. coli. Vía de Embden-Meyerhoff-Parnas, de las 
Pentosas fosfato, de Entner-Doudoroff, de ácidos tricarboxílicos y del glioxalato. Las lineas 
gruesas representan la vía heteróloga de síntesis de etanol, presente en E. coli KO11 
Abreviaturas: Indicadas en la sección de nomenclatura (pág. XI y XII). 
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Como primera parte, se propuso analizar que pasos de la glucólisis y de 

vías fermentativas podrían estar controlando el flujo de carbono (en este caso 

de glucosa ó xilosa) hacia la formación de etanol en E. coli etanologénica KO11 

(E. coli W ∆pfl::pdc adhB; ∆frd; Ohta et al., 1991; Ingram et al., 1999; Jarboe et 

al., 2007).  

Como parte principal del trabajo se decidió evaluar si es posible canalizar 

el flujo de glucosa a través de la vía de Entner-Doudoroff en E. coli KO11. En 

este caso la estrategia planteada consistió en expresar y modular la actividad 

de las enzimas de la vía de Entner-Doudoroff (E-D) de Z. mobilis en E. coli 

etanologénica KO11 inactivada en el gen pgi que codifica para la glucosa-6-

fosfato isomerasa (PGI). La interrupción de pgi tiene el propósito de que KO11 

lleve a cabo el metabolismo de glucosa forzosamente a través de la vía de E-D. 

Este esquema metabólico sería similar al que utiliza Zymomonas mobilis. Sin 

embargo, la interrupción de pgi tiene un efecto drástico sobre el crecimiento de 

E. coli, tanto en condiciones aeróbicas como anaeróbicas. En aerobiosis la 

velocidad específica de crecimiento se reduce sustancialmente y en 

anaerobiosis las cepas etanologénicas no crecen, por tal motivo decidimos 

evaluar si un mayor flujo de carbono hacia la vía de las PP y E-D permitiría 

mejorar el crecimiento. Sin embargo, se encontró que un efecto de carga 

metabólica reduce aún más el crecimiento de E. coli en aerobiosis y no se 

recupera el crecimiento en condiciones no aireadas. 

Por lo mencionado en el párrafo anterior, también se decidió evaluar el 

efecto de carga metabólica en condiciones aeróbicas en una cepa silvestre de E. 

coli y su derivada inactivada en pgi. 

El empleo de KO11 transformante (KO11 pgi-/pZEAZm), se propone como 

modelo de estudio para analizar y cuantificar los cambios en la distribución de 

flujos del metabolismo central bajo condiciones anaeróbicas, su efecto sobre los 

niveles de actividad enzimática, balance energético y balance redox 

NAD(P)H/NAD(P)+. 
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4.- ANTECEDENTES 

4.1 Fisiología y Biología molecular de Escherichia coli. 

E. coli es un microorganismo Gram negativo, capaz de generar la mayoría 

de intermediarios metabólicos (macromoléculas), a través de vías del 

metabolismo central, necesarios para su funcionamiento celular y energético a 

partir de un azúcar como fuente de carbono y sales. El papel desempeñado por 

cada vía depende de las condiciones de cultivo, la fuente de carbono y las 

condiciones de aireación. La vía de Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) y la vía 

del 6-fosfogluconato o de las pentosas fosfato (PP), son las dos rutas 

principales para el catabolismo de azúcares en E. coli y otras bacterias 

entéricas. Una tercera ruta es la de Entner-Doudoroff (E-D) considerada como 

una de las tres vías encontradas en la naturaleza, la cual es usada por E. coli 

para el metabolismo (inducible) de gluconato bajo condiciones normales 

(Conway 1992; Fraenkel 1996). Para fines prácticos, primero se describirán los 

sistemas de transporte de azúcares en E. coli y posteriormente las vías del 

metabolismo central. 

 

4.2. Transporte de glucosa: 

4.2.1 Sistema PTS. 

En E. coli el sistema fosfoenolpiruvato-carbohidratos de transferencia de 

fosfato (PTS) participa en el transporte y fosforilación de un gran número de 

carbohidratos, entre ellos de la glucosa (Glc), además participa en la regulación 

de varias vías metabólicas y en procesos de quimiotaxis. Es el mayor 

consumidor de fosfoenolpiruvato (PEP) (Postma et al., 1996). En este sistema 

una molécula de fosfoenolpiruvato es defosforilada, y la hidrólisis de ese enlace 

fosfato provee energía motriz para transportar y fosforilar una molécula de 

azúcar a través de la membrana plasmática. A partir de glucosa, en la 

glucólisis se obtienen dos moléculas de PEP, una es usada por el sistema PTS y 

la otra es usada para obtener ATP mediante la piruvato cinasa o en otras vías 

metabólicas como síntesis de aminoácidos. Las cepas inactivadas en el sistema 
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PTS (PTS-) crecen muy lento en condiciones aeróbicas en presencia de glucosa, 

pero no crecen en condiciones anaeróbicas. Sin embargo, se han generado 

mutantes en cepas inactivadas en PTS, donde el transporte de glucosa se lleva 

a cabo por GALP (permeasa de galactosa) y posteriormente esta es fosforilada 

por GLK (glucocinasa) (Flores et al., 1995). 

 
4.2.2 Sistema GAL P-GLK 

La permeasa de galactosa (GALP) puede transportar además de 

galactosa, otros azúcares tales como glucosa. Además, GALP es independiente 

de PEP, de manera que reemplaza la función de la proteína IICBGlc (proteína 

responsable de transferir el grupo fosfato del PEP al azúcar) en el sistema PTS 

(McDonald et al., 1997). La permeasa de galactosa es un transportador de tipo 

simporter, que acarrea glucosa simultáneamente con un protón al interior de la 

célula. Esta enzima es codificada por el gen galP, Posteriormente fue 

establecido que la fosforilación de glucosa translocada por GALP es por medio 

de glucocinasa (GLK), en cepas llamadas PTS- Glu+ obtenidas por adaptación 

metabólica en cultivo continuo (Flores et al., 1995). Por otro lado, GALP y GLK 

de E. coli contenidas en el vector pCL1920 denominado (pvGlkGalP54) fueron 

sobrexpresadas en la cepa VH32 (E. coli W3110 PTS-), generando un 

incremento en la actividad enzimática de GLK, que en conjunto con el 

incremento en la expresión de GALP generaron la recuperación del 100% de la 

velocidad específica de crecimiento de la cepa VH32 con respecto a la cepa 

W3110, así como un incremento en la producción de acético y en el 

rendimiento producto-sustrato, por lo que se incrementó el flujo glucolítico en 

esta cepa (Hernández-Montalvo et al., 2003).  

 

4.3 Vía glucolítica 

Esta vía forma parte del metabolismo central e incluye una serie de 

reacciones enzimáticas que permiten la incorporación y transformación de 

glucosa en 2 moléculas de piruvato. En E. coli esta vía comprende la activación 

por fosforilación de la glucosa, llevado a cabo principalmente por el sistema 
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PTS. Otra alternativa es el sistema GALP-GLK. La diferencia entre ambos 

sistemas es que PTS puede fosforilar una amplia gama de azucares mientras 

que GLK solo puede fosforilar a la glucosa. Otra característica importante de 

esta vía es la producción de ATP a nivel de las enzimas fosfoglicerato cinasa y 

piruvato cinasas y la producción de poder reductor por la enzima 

gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa. 

 

4.3.1 Mutantes en el gen pgi 

Las reacciones de la vía de Embden-Meyerhoff-Parnas permiten la 

transformación de glucosa-6-fosfato a piruvato mediante una serie de enzimas. 

La primera de ellas es la glucosa-6-fosfato isomerasa. La inactivación de esta 

enzima provoca una interrupción en la glucólisis en E. coli, en consecuencia 

emplea la vía de las pentosas como la ruta primaria para el catabolismo de 

glucosa y adicionalmente la vía de Entner-Doudoroff, aunque en menor 

proporción (Hua et al., 2003). Adicionalmente, Flores et al., 2004, observaron 

que la inactivación del gen pgi en E. coli JM101 afecta drásticamente la 

velocidad específica de crecimiento (µ) celular, disminuyendo esta en 86% con 

respecto a la cepa silvestre en condiciones aeróbicas. Además la inactivación de 

pgi en el metabolismo de E. coli provoca que el flujo de carbono incremente 

hacia el brazo oxidativo de la vía de las pentosas (Flores et al., 2002; Marx et 

al., 2003), incrementando los niveles de NADPH. Este incremento genera un 

desbalance redox que afecta el crecimiento celular.  

 

 4.4 Vía de las pentosas fosfato 

La vía de las pentosas se divide en dos ramas, la rama oxidativa y la no 

oxidativa. La oxidativa comprende de glucosa-6-fosfato hasta ribulosa-5-

fosfato, en esta rama se lleva a cabo la perdida de una unidad de carbono en 

forma de CO2, por medio de la enzima 6-fosfogluconato deshidrogenasa (GND) 

y la producción de dos moléculas de NADPH por medio de las enzimas glucosa-

6-fosfato deshidrogenasa (ZWF) y GND (figura 3.1). Durante el crecimiento 

exponencial, ZWF junto con GND son responsables de la mayor parte de la 
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producción de NADPH en condiciones anaeróbicas y aeróbicas (Szyperski 

1995). En condiciones aeróbicas hay otras enzimas del metabolismo que puede 

cubrir la producción de NADPH: la malato deshidrogenasa, además la 

isocitrato deshidrogenasa y la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

producen tanto NADH como NADPH (Csonka y Fraenkel 1977; Böck y Sawers 

1996).  

La rama no oxidativa comprende una serie de reacciones que permiten 

metabolizar pentosas, asi como la generacion de ribosa 5-fosfato, precursor de 

nucleotidos, y eritrosa-4-fosfato, precursor de aminoácidos aromaticos. Otras 

enzimas importantes de esta rama metabólica son la ribosa fosfato epimerasa 

(RPE) y la ribosa fosfato isomerasa (RPI) que generan intermediarios para las 

enzimas transcetolasa (TKT) y transaldolasa (TAL), las cuales a su vez generan 

intermediarios glucolíticos de 3 y 6 carbonos como fructosa-6-fosfato y 

gliceraldehído-3-fosfato. 

Algunas de las características mas importantes de la vía de las pentosas 

fosfato es su flexibilidad, ya que dependiendo del estado metabólico de la 

bacteria, puede cubrir diferentes necesidades de precursores o de energía y/o 

poder reductor. En el caso de E. coli la regulación de la vía se da por dos 

factores, que son: la velocidad de crecimiento y la fuente de carbono (Sprenger 

1995). 

 
4.5 Vía de Entner-Doudoroff y su regulación 

4.5.1 De Escherichia coli 

La vía de Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) y la vía de Entner-Doudoroff 

(E-D) en general son similares, ya que inician con azúcares fosforilados de 6 

carbonos, los cuales son hidrolizados por aldolasas produciendo intermediarios 

de tres carbonos (Peekhaus y Conway 1998). E. coli usa la vía de Entner-

Doudoroff para metabolizar gluconato y otros azúcares ácidos a piruvato y 

gliceraldehído-3-fosfato, que continúan su catabolismo por la vía de EMP y TCA 

(Figura 3.1). Una enzima clave de esta vía es EDA (2-ceto-3-deoxi-6-

fosfogluconato aldolasa) codificada por el gen eda (Peekhaus y Conway 1998), 
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debido a que la acumulación intracelular de KDPG (2-ceto-3-deoxi-6-

fosfogluconato) sustrato de la enzima EDA, en E. coli y en otros 

microorganismos como Z. mobilis ocasiona un efecto bacteriostático en las 

células (Fuhrman et al., 1998, Conway et al., 1991). El mecanismo de toxicidad 

de KDPG en E. coli está relacionado directamente a un efecto de inhibición 

competitiva en la 6-fosfogluconato deshidrogenasa, el primer paso de la vía de 

las pentosas (Faik y Kornberg 1973). 

Aunado a esto, mediante el análisis del proteoma de una cepa productora 

de Poli (3-hidroxibutirato) se observó que la demanda celular de altos niveles 

de Acetil-CoA y NADPH necesarios en la biosíntesis Poli-3-hidroxibutirato 

(PHB) en E. coli recombinante ocasiona un incremento en la síntesis de la 

enzima Eda (Han et al., 2001). Posteriormente, por análisis de flujos de carbono 

“in silico”, en E. coli modificada por ingeniería metabólica para producción de 

PHB, se observó un incremento del flujo a través de la vía de Entner-Doudoroff 

ocasionado por acumulación de polímero (Hong et al., 2003). 

 
4.5.2 De Zymomonas mobilis. 

Z. mobilis es un microorganismo Gram-negativo anaerobio y 

microaerofílico, es el único microorganismo reportado a la fecha que utiliza la 

vía de Entner-Doudoroff en condiciones anaeróbicas para el catabolismo de 

glucosa, fructosa y sacarosa a etanol. Mediante el catabolismo de glucosa a 

etanol y CO2 por Z. mobilis se obtiene solo un mol neto de ATP por mol de 

glucosa consumido (Sprenger 1996, Favela 1993) (Tabla 4.1). De este modo, Z. 

mobilis mantiene un elevado flujo metabólico, para producir suficiente energía 

para su crecimiento. Esta característica se ve favorecida por la elevada 

expresión de sus enzimas glucolíticas y etanologénicas (las cuales constituyen 

mas del 50% de la proteína total celular) (Algar y Scopes 1985). Además, estas 

actividades enzimáticas son constitutivas y no son reguladas alostéricamente, 

a excepción de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que si lo es por la 

concentración de fosfoenolpiruvato (Scopes 1997). También se sabe que en Z. 

mobilis el control del flujo glucolítico esta dado por la actividad de ZWF (CJZwf = 
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0.4) durante la fase inicial de la fermentación y después este control es 

distribuido entre las actividades de enolasa y fosfoglicerato mutasa (Snoep et 

al., 1996). Cabe mencionar que a diferencia de ZWF de E. coli, ZWF de Z. 

mobilis produce mayoritariamente NADH, el cual puede ser reciclado por la 

enzima etanologénica, alcohol deshidrogenasa II (ADH), sin ocasionar 

desbalance redox a la célula. 

Con respecto a la producción de etanol, Z. mobilis representa un sistema 

biológico muy eficaz para producción de este producto de fermentación, ya que 

el 95% de la glucosa consumida es convertida en etanol y CO2, solo 2% del 

carbono finaliza en biomasa (Sprenger 1996). Sin embargo, la desventaja con 

respecto a E. coli es que Z. mobilis metaboliza solo glucosa, fructosa y sacarosa, 

además de sintetizar grandes cantidades de polímeros a partir de azucares 

como la sacarosa y fructosa. En base a esto, resulta mejor expresar genes de Z. 

mobilis en E. coli, microorganismo que puede metabolizar una amplia variedad 

de azúcares. 

 

Tabla 4.1. Balance redox y energético de E. coli, usando la vía glucolítica o la 
vía de Entner-Doudoroff para catabolismo de glucosa, en condiciones 
anaeróbicas. 

Balance Redox 
Glucólisis 

Balance Redox 
Entner-Doudoroff 

De glucosa a etanol 
- 2 NAD en glucólisis  

+ 2 NADH en producción de etanol 

De glucosa a etanol 
- 1 NAD(P) de vía de las pentosas 
- 1 NAD de glicólisis 

___+ 2 NADH en producción de etanol___ 
Balance de ATP Balance de ATP 

De glucosa a piruvato (glucólisis) 
por molécula de glucosa  
- 2 ATP por activación 

_______+ 4 ATP producidos________ 
2 ATP por molécula de glucosa 

Rendimiento neto: 2 ATP por Glucosa 

De glucosa a piruvato (Entner-Duodoroff) 
por molécula de glucosa 
- 1 ATP por activación 

_______+ 2 ATP producidos_______ 
1 ATP por molécula de glucosa 

Rendimiento neto: 1 ATP por Glucosa 

 
4.6 Aplicaciones de la ingeniería de vías metabólicas en bacterias. 

Uno de los propósitos de la IVM es dirigir el flujo de carbono hacia la 

producción de metabolitos de interés, producir un compuesto nuevo o bien 

incrementar la producción o productividad específica (flux metabólico) de un 
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compuesto ya presente en el metabolismo celular. La estrategia que 

generalmente se emplea para modificar el flux en el metabolismo central de 

carbono es modificando los niveles de expresión de genes que codifican para 

las enzimas participantes en el control del flujo (Stephanopoulos, 1998; 

Stephanopoulos, 1999). Con estas estrategias se han obtenido incrementos en 

las velocidades especificas de producción de etanol o de otros producto de 

interés industrial (San et al., 2002; Guedon et al., 2002). Sin embargo, a 

menudo otros intentos han tenido resultados desafortunados (Schaaff et al., 

1989; Snoep et al., 1994; Smits et al., 2000). 

Para incrementar el flujo de carbono en bacterias, muchos estudios de 

ingeniería metabólica se han enfocado en la manipulación de los niveles de 

enzimas a través de la amplificación, eliminación e interrupción de genes, así 

como en la complementación y adición de vías. Comúnmente, se consideraba 

que el control del flujo glucolítico residía en el consumo de glucosa; o en las 

reacciones catalizadas por la hexocinasa, fosfofructocinasa o piruvato cinasa. 

Sin embargo, ahora se sabe que en E. coli el incremento en la hidrólisis de ATP, 

mediados por un aumento en la actividad de ATPasa en condiciones aeróbicas, 

aumenta el flux glucolítico en un 70% con respecto a su cepa silvestre 

(Koebmann et al., 2002). También se ha reportado que el flux de la glucólisis en 

S. cerevisiae incrementa cuando hay una mayor demanda de ATP (Smits et al., 

2000), o un mayor consumo de ATP inducido por condiciones de estrés 

(Taherzadeh et al., 1997; Garay-Arroyo et al., 2003). Además, se han realizado 

trabajos de manipulación de los niveles de cofactores en E. coli, usando fuentes 

de carbono con diferentes estados de oxidación, p. ej. Manipulando los niveles 

de las pozas de CoA, Acetil CoA o la proporción de NADH/NAD+ para 

incrementar la productividad de compuestos de interés industrial, por ej. 1,2-

propanodiol, ester de isoamil-acetato o succinato (Jeppsson et al., 2002; San et 

al., 2002). 
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4.7 Flux de formación de etanol  

Desde el punto de vista del flux de síntesis de etanol (velocidad específica 

de síntesis o de producción), el valor es de 0.5–0.8 (Garay-Arroyo et al., 2003) y 

de aproximadamente 5 gEt-OH/gDCW.h (Ho et al., 1998), para cepas industriales 

de S. cerevisiae y de Z. mobilis, respectivamente, mientras que para KO11 es 

ligeramente menor de 1 (Hahn-Hagerdal et al., 1994; Ingram et al., 1998), en 

todos los casos utilizando glucosa como fuente de carbono. Cabe aclarar que Z. 

mobilis utiliza la vía de Entner-Doudoroff para metabolizar glucosa a 

gliceraldehído 3-P y piruvato, y posteriormente convertir el piruvato a etanol 

(Osman et al., 1987). S. cerevisiae, utiliza la vía de Embden-Meyerhoff-Parnas 

para catabolizar glucosa a etanol, mientras que E. coli etanologénica (KO11) 

utiliza la vía de Embden-Meyerhoff-Parnas y la de pentosas fosfato para 

catabolizar glucosa o xilosa en etanol. 

 

4.8 Escherichia coli etanologénica KO11 

Mediante técnicas de ingeniería de vías metabólicas se ha construido una 

cepa etanologénica de E. coli, denominada KO11, Esta cepa se obtuvo 

integrando en su cromosoma el operón pet, el cual contiene los genes que 

codifican para la piruvato decarboxilasa (pdc) y la alcohol deshidrogenasa 

(adhB) de Z. mobilis bajo el control de la región de regulación de la piruvato 

formato-liasa (pfl; Ingram et al., 1999; Ohta et al., 1991). KO11 convierte 

eficientemente glucosa, manosa, xilosa, arabinosa, o mezclas de estos azúcares 

en etanol, obteniéndose en medios ricos rendimientos de conversión de 

azúcar(es) en etanol cercano a los teóricos (Ohta et al., 1991). Esta cepa 

también tiene inactivado el gen de la fumarato reductasa (frd), lo cual evita la 

producción de ácido succínico en condiciones anaeróbicas (Ingram et al., 

1999). Además la cepa KO11 es muy robusta para tolerar cambios en 

condiciones ambientales (Ref). 

E. coli KO11 en cultivos no aireados con medios ricos metaboliza glucosa 

y xilosa hacia la producción de etanol en condiciones, con productividades de 
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etanol cercanas a 1.0 gEt-OH/ gDCW h-1 (Hahn-hagerdal 1994). Cabe recalcar que 

Z. mobilis tiene tasas catabólicas más elevadas, con productividades de etanol 

de 5.67 gEt-OH/ gDCW h-1 a partir de glucosa (Panesar et al., 2006). Sin embargo, 

cuando KO11 es cultivada en medios minerales suplementados con glucosa, 

solo se alcanzan rendimientos menores al 70% (Martínez et al., 1999). No 

obstante, al parecer no existen limitaciones fisiológicas para incrementar el 

rendimiento de conversión de glucosa a etanol en medio mineral (Martínez et 

al., 1999, Tao et al., 2001; Gonzalez et al., 2002).  

 
4.9 Efecto de la carga metabólica 

E. coli es el microorganismo mas utilizado para sobreexpresión de genes 

homólogos o heterólogos para la producción de proteínas o metabolitos a nivel 

industrial, sin embargo los altos niveles de expresión de éstos presenta ciertos 

problemas, por el uso de plásmidos multicopia y promotores fuertes; los cuales 

dependiendo del tamaño del plásmido, número de copias y fuerza del promotor, 

así como de su propia trascripción y la traducción de sus productos ocasionan 

diferentes efectos en la fisiología y el metabolismo de la célula, debido a la 

demanda de precursores metabólicos para la replicación de estos plásmidos. 

Durante la parte inicial del presente proyecto se presentó un problema 

de carga metabólica durante la evaluación de unos plásmidos con E. coli  

etanologénica, y aunado al trabajo que se había planteado con ZWF, se decidió 

evaluar el efecto fisiológico de incrementar la disponibilidad de precursores 

metabólicos de la vía de las pentosas, así como el recambio de NADH y NADPH, 

mediante el incremento de la actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de 

Z. mobilis para reducir el efecto de carga metabólica por transcripción de 

plásmidos multicopia en E. coli. Cabe aclarar que en este contexto, la enzima 

ZWF de Z. mobilis tiene una mayor afinidad por NAD+ que su contraparte de E. 

coli, ZWFZm puede utilizar indistintamente NAD+ (con una Km de 0.105 mM) o 

NADP+ (con una Km de 0.013 mM), y ZWF de E. coli usa NAD+ (con una Km de 

1.7 mM) o NADP+ (con una Km de 0.015 mM) (Csonka y Fraenkel 1977; Scopes 

1997).

Neevia docConverter 5.1



HIPOTESIS 
_________________________________________________________________________________________________________ 

 19 

5.- HIPÓTESIS 

La modulación de la expresión heteróloga de los genes zwf, edd y eda de 

la vía de Entner-Doudoroff de Z. mobilis o la activación de la vía de E-D nativa 

en E. coli, conjuntamente con la inactivación de pgi, permita incrementar los 

niveles de intermediarios metabólicos y actividades enzimáticas de esta vía. 

Esto ocasionará la canalización del flujo total de carbono a través de la vía de 

Entner-Doudoroff durante el catabolismo de glucosa a etanol en E. coli 

etanologénica produciendo una disminución en el rendimiento de ATP y en la 

síntesis de biomasa. En consecuencia, se incrementará el flux de carbono 

hacia la formación de piruvato y etanol en E. KO11 pgi- bajo condiciones no 

aireadas.
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6.- OBJETIVOS 

6.1 OBJETIVO GENERAL. 

Caracterizar el efecto sobre la distribución de flujos de carbono y 

productividad de etanol provocado por la expresión de la vía de Entner-

Doudoroff en E coli etanologénica inactivada en la vía glucolítica. 

6.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

1. Evaluar la presencia de pasos limitantes en el catabolismo de glucosa o 

xilosa a etanol en E. coli etanologénica. 

2. Ealuar el papel del incremento de actividad de ZWFZm o ZWFEc sobre el efecto 

de carga metabólica en E. coli JM101. 

3. Modular el nivel de la ZWFZm o ZWFEc junto con GALPEc y GLKEc sobre la 

recuperación de la velocidad de crecimiento en E. coli JM101 y E. coli JM101 

pgi-. 

4. Inactivar el gen pgi en E. coli KO11, complementar esta cepa con la vía de 

Entner-Doudoroff de Z. mobilis y evaluar en ambos casos su efecto sobre el 

crecimiento celular. 

5. Someter a evolución adaptativa la cepa KO11 pgi- y caracterizar los 

parámetros cinéticos y perfiles de actividad enzimática de la cepa 

evolucionada (KO11 E35) 

6. Evaluar el efecto del incremento en los niveles de ZWFZm o ZWFEc, EDDZm y 

EDAZm junto con GALPEc y GLKEc sobre los parámetros cinéticos de 

crecimiento y de formación de productos de la cepa KO11 E35. 

7. Construir una cepa homoetanologénica a partir de la cepa KO11 E35 (KO11 

PPAL-) y evaluar su potencial para producir etanol a partir de glucosa. 

8. Evaluar el efecto que produce el incremento de actividad enzimática de 

PDCZm y ADHZm sobre velocidad específica de crecimiento, de consumo de 

glucosa y de producción de etanol en KO11 PPAL-. Estimar y analizar 

balances de flujos de carbono. 
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7.- METODOLOGÍA 

7.1 Microorganismos, plásmidos y oligos 

Las cepas, plásmidos y oligos utilizadas en este trabajo se enlistan en las 

Tablas 7.1, 7.2 y 7.3.  

Tabla 7.1. Microorganismos empleados en este trabajo. 

Cepa Genotipo Referencia 

JM101 F´ traD36 proA+ proB+ lacIq 

lacZ∆M15/supE, thi, ∆(lac-proAB) 

Stock del laboratorio 

SM14 JM101 ∆pgi Flores et al., 2004 

DH5α F- φ80dlacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)U169 

deoR recA1 endA1 hsdR17(rk- mk+) phoA 

supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1 

Stock de laboratorio 

KO11 E. coli W pfl::pdc adhB cat, ∆frd, Ohta et al., 1991; 

Jarboe et al., 2007. 

E. coli C Silvestre ATCC 8739 

KO11 pgi- E. coli W pfl::pdc adhB cat, ∆frd, ∆pgi. Este trabajo 

KO11 E35 E. coli W pfl::pdc adhB cat, ∆frd, ∆pgi. 

evolucionada 

Este trabajo 

KO11 PPAL- KO11 E35 ∆pta-ack, ∆ldh. Este trabajo 

 

Tabla 7.2. Plásmidos empleados en este trabajo. 

Plásmido Características Referencia 

pTrc99A Derivado del vector de expresión 

pKK233-2, tiene el promotor híbrido trc 

río arriba del sitio de clonación 

múltiple (MCS) de pUC18, los 

terminadores de transcripción rrnB y 

resistencia a ampicilina. 

Amann et al., 1988 

 

pCL1920 Derivado de pSC101 que confiere Lerner et al., 1990 
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resistencia a espectinomicina (50 

mg/ml) en E. coli 

pLOI510 Derivado de pUC19, que contiene los 

genes pdc y adh de Z. mobilis con 

secuencias homologas del gen pflB 

para integrarse en el cromosoma de E. 

coli. 

Ohta et al., 1991 

pZWFEc Derivado de pTrc99A que contiene el 

gen zwf de E. coli bajo el promotor trc. 

Flores et al., 2004 

pZWFZm Derivado de pTrc99A que contiene el 

gen zwf de Z. mobilis bajo el promotor 

trc. 

Este trabajo 

pZEAZm Derivado de pTrc99A que contiene los 

genes zwf, edd y eda de Z. mobilis bajo 

el promotor trc. 

Este trabajo 

pKD4 Plásmido ampR y kanR, usado para 

amplificación del gen kanR flanqueado 

por sitios FRT (sitios de recombinación 

FLP) usado en la interrupción de genes 

Datsenko y Wanner 2000 

pKD46 Plásmido ampR, tiene un replicon 

sensible a temperatura y un sistema de 

recombinacion del fago lambda 

Datsenko y Wanner 2000 

pCP20 Plásmido ampR y catR, tiene un replicon 

sensible a temperatura, y una 

recombinasa FLP inducible por 

temperatura 

Datsenko y Wanner 2000 

pvGlkGalP54 Derivado de pCL1920 que contiene las 

fusiones de glk al promotor trc5 y de 

galP al promotor trc4 

Hernandez Montalvo et 

al., 2003 
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Tabla 7.3. Oligos diseñados y usados en este trabajo. 
Oligo Secuencia1 y 2 Uso 

pgiH1P11 

 

pgiH2P21 

5´ ATC AGA AGA GTA TTG CTA ATG AAA AAC ATC AAT CCA 

ACG CAG TGT GTA GGC TGG AGC TGC TTC G 3´ 

5´ CCT ACA TAT CGA CGA TGA TTA ACC GCG CCA CGC TTT 

ATA GCG CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG 3´ 

Interrupción del gen 

pgi de E. coli 

pgia 

pgib 

5’ ACT AAC GGT CAG CAC GCG TT 3’ 

5’ TCA GAGAGC GGG TTA TGG GT 3’ 

PCR confirmatorio de 

interrupcion de pgi 

RzwfZm2  

FzwfZm2 

5´ GCG GCC ATG GCA AAT ACC GTT TCG ACG ATG 3´  

5´ CGC GGT ACC GTT GAA TGC AGA TCA GTC ATA CCA 3´ 

Amplificación del gen 

zwf de Z. mobilis 

FeddZm2  

ReddZm2 

5´ CGC GCC ATG GAG TAA CTT GGT ATG ACT GAT CTG C 3´ 

5´GCC GGA TCC GGA AGA TAT CAA ACA ATT CGC GCG G 3´ 

Amplificación del gen 

edd de Z. mobilis 

FedaZm2  

RedaZm2 

5´ CGC GGA TCC ATG CGT GAT ATC GAT TCC GTA ATG CG 3´ 

5´ CGC GGA TCC GCG CTA TTA GGC AAC AGC AGC ACG 3´ 

Amplificación del gen 

eda de Z. mobilis 

ackptaH1P11 

 

ackptaH2P21 

5´ GTA TCA ATT ATA GGT ACT TCC ATG TCG AGT AAG TTA 

GTA CTG GTT GTG TAG GCT GGA GCT GCT TCG 3´ 

5´ CTG CGG ATG ATG ACG AGA TTA CTG CTG CTG TGC AGA 

CTG AAT CGC CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG 3´ 

Interrupción de los 

genes ack y pta de E. 

coli  

ldhH1P11 

 

ldhH2P21 

5’ ATC ACT GGA GAA AGT CTT ATG AAA CTC GCC GTT TAT 

AGC ACA GTG TAG GCT GGA GCT GCT TC 3’ 

5’ TGC AGG GGA GCG GCA AGA TTA AAA CCA GTT GGT TCG 

GGC AGG TCA TAT GAA TAT CCT CCT TTA G 3’ 

Interrupción del gen 

ldh de E. coli 

1 La secuencia en negritas corresponde a los sitios de reconocimiento al plásmido pKD4 para obtener el PCR. La 

secuencia a la izquierda corresponde a la secuencia de homologia al gen que se desea inactivar. 

2 La secuencia con doble subrayado corresponde a los sitios de homologia con el gen que se desea amplificar. La 

secuencia en cajas grises corresponde a sitio de digestión para futuras clonaciones de los genes correspondientes. 

 

En el presente trabajo se utilizaron las cepas de E. coli C y una derivada 

de E. coli W, la cepa etanologénica KO11, la cual tiene integrado en el 

cromosoma los genes que codifican para la piruvato decarboxilasa (pdcZm) y la 

alcohol deshidrogenasa B (adhBZm) de Z. mobilis (Zm), esta cepa tiene como 

marcador de selección un gen que le confiere resistencia a cloramfenicol (Ohta 

et al. 1991). 

Para evaluar el efecto de la sobreexpresión de los genes de la vía de 

Entner-Doudoroff de Z. mobilis, la cepa KO11 fue inicialmente interrumpida en 

el gen que codifica para la fosfoglucosa isomera (pgi), una enzima de la vía 
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glucolítica. Después la cepa K011 pgi- fue transformada con el plásmido 

pZEAZm derivado del vector pTrc99A (Pharmacia), conteniendo un operon con 

los genes heterólogos, que codifican para las enzimas ZWFZm, EDDZm y EDAZm 

de Z. mobilis (Tabla 7.2). El plásmido pTrc99A contiene el promotor trc 

inducible por IPTG y  un gen que le confiere resistencia a ampicilina como 

marcador de selección a las cepas transformantes. 

 

7.2 Condiciones y medios de cultivo 

7.2.1 Inóculos para cultivos 

A partir de las células congeladas en glicerol (40%) se estriaron placas 

conteniendo agar (15 g/L), medio Luria, 20 g/l de Glucosa y 40 mg/l de Cm, se 

incubaron a 35°C de 20 – 24 h. A partir de estas células se toman tres colonias 

grandes, se resuspenden en un tubo de vidrio con 3 ml de medio LB y se 

adicionan al matraz que contiene el medio de cultivo para el inóculo. El 

crecimiento del inóculo se realizó en matraces de 500 ml, conteniendo 200 ml 

de medio mínimo (M9), con 20 g/l de glucosa como fuente de carbono, 

temperatura de 35°C y con una agitación de 120 rpm. Los inóculos se 

incubaron durante 14 h, hasta alcanzar una DO600 de aproximadamente 1.3. 

Todos los cultivos fueron inoculados centrifugando (5000 rpm, 10 min y 

temperatura ambiente) la cantidad suficiente de inóculo para obtener una 

DO600 inicial de 0.1 (0.037 gDCW/l), las células fueron transferidas a cada 

cultivo resuspendiéndolas en el medio respectivo (la variación de la 

concentración inicial celular en todos los cultivos se debe al error 

experimental). 

 

7.2.2 Medios de cultivo. 

La composición del medio mínimo M9 (Maniatis et al., 1982) para cultivo 

en mini-fermentadores, contiene por litro: 6 g Na2HPO4; 3 g KH2PO4; 1 g NH4Cl; 

0.5 g NaCl; 2 ml de MgSO4 7H2O 1M; 0.1 ml de CaCl4 0.1M; 0.1 ml de Tiamina 

1 mg/ml (esterilizada por filtración). A menos que se mencione otra cosa, el 

Neevia docConverter 5.1



METODOLOGIA 
_________________________________________________________________________________________________________ 

 25 

medio M9 fue suplementado con 40 g/L de glucosa o xilosa para los cultivos no 

aireados evaluados en mini-fermentadores, y 2 g/L de glucosa en los cultivos 

aeróbicos en matraces. El medio Luria (Maniatis et al., 1982) contiene por litro: 

10 g Bactotriptona; 5 g extracto de levadura; y 5 g NaCl. 

 

Figura 7.1. Sistema de Minifermentadores o Fleakers. 
 

7.2.3 Condiciones de cultivo.  

Los cultivos aeróbicos se realizaron en matraces nefelométricos de 125 

ml con 50 ml de medio mínimo, a una temperatura de 37°C, sin control de pH 

y una velocidad de agitación de 300 rpm. El crecimiento microbiano fue 

determinado midiendo la DO a 600 nm de muestras tomadas a diferentes 

intervalos de tiempo. 

Los cultivos anaeróbicos se realizaron en sistemas de mini-fermentadores 

o mini-fleakers (Figura 7.1) (Beall et al., 1991), con un volumen de trabajo de 

200 ml. La temperatura se controló a 35°C y el pH a 7.0 mediante la adición 

automática de KOH 2N. Para garantizar el mezclado de los nutrientes, los 

cultivos se mantuvieron a una velocidad de agitación de 100 rpm. Las 
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actividades enzimáticas fueron determinadas en extractos celulares cosechados 

durante el crecimiento exponencial (8 h). Todos los experimentos se llevaron a 

cabo por duplicado. En los resultados se muestran valores promedio y su error 

experimental. 

 

7.3 Métodos analíticos.  

7.3.1 Concentración celular 

La densidad óptica fue medida a 600 nm en un espectrofotómetro Beckman 

(DU-70) y convertida a peso seco de células (DCW: dry cellular weigth), de 

acuerdo a una curva de calibración: 1 DO600 = 0.37 gDCW/l. Todas las muestras 

fueron centrifugadas (5,000 rpm y temperatura ambiente); el paquete celular se 

desechó y el sobrenadante se congeló para su posterior análisis. 

 

7.3.2 Determinación de azúcares y ácidos orgánicos.  

La determinación de glucosa y productos de fermentación como los ácidos 

orgánicos (acético, fórmico, succínico, láctico, pirúvico, etc.) y glicerol fueron 

determinados por cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC). 

La determinación por HPLC, se llevó a cabo por cromatografía isocrática con 

H2SO4 5 mM como fase móvil a un flujo de 0.5 ml/min en una columna Aminex 

HPX-87H (Biorad) a 50°C. La detección de los compuestos separados, se llevó a 

cabo simultáneamente con un detector de arreglo de diodos (Waters 996) y un 

detector de índice de refracción (Waters 410). El análisis y procesamiento de 

datos se realizó con el sistema Milenium (Versión 3.01 Waters). Las 

temperaturas interna y externa de la columna fueron ajustadas a 45 y 50ºC 

respectivamente. Los sobrenadantes de las muestras a analizar se filtraron con 

membranas de 0.45 µm y se inyectaron automáticamente (Waters 717). Para la 

confirmación de los azúcares y los productos analizados por HPLC se 

inyectaron estándares de xilosa, ácidos orgánicos, alcoholes e intermediaros 

metabólicos. 
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7.3.3 Determinación de etanol. 

La determinación de etanol se realizó por cromatografía de gases 

(Cromatógrafo de Gases Agilent, Serie 6850, Wilmington, D.E.) utilizando como 

estándar interno 1-butanol. Se utilizó He como fase móvil (5.0 ml/min, 19.05 

psi y 65 cm/s) a través de una columna capilar (Innowax 19091N-133E, de 30 

m de longitud 0.25 mm de diámetro interno y con un espesor de película de 

0.25 µm, J&W Scientific), y 0.2 µl de sobrenadante inyectados 

automáticamente. La detección de los compuestos separados, se llevó a cabo 

con un detector de ionización de llama (FID-1A) a 250°C. El análisis y 

procesamiento de datos se realizó con el programa Agilent Cerity QA/QC. Las 

temperaturas del horno fueron ajustadas con rampas de temperatura de 80°C 

hasta 200°C y la del detector a 250°C. 

 

7.3.4 Determinación actividades enzimáticas y de proteínas. 

Los ensayos enzimáticos fueron realizados mediante métodos descritos 

previamente (Bergmeyer y Gawehn 1974; Hoppner y Doelle 1983; Martínez et 

al. 1999; Peng y Shimizu et al., 2003, Huerta-Beristain 2004)(Anexo C). 

Después de 8 horas de cultivo en los mini-fermentadores, las células se ajustan 

a una DO600 de aproximadamente 1, se cosechan por centrifugación, se lavaron 

dos veces en amortiguador de lisis específico para cada ensayo, estas células se 

resuspenden en 1 ml del mismo amortiguador. Las preparaciones libres de 

células fueron obtenidas por sonicación (4 pulsos de 14-16 micrones cada uno 

separados por 1 min, así, la presencia de celulas viables después del proceso 

de sonicación es nula) manteniendo al tubo que contiene las preparaciones en 

hielo con etanol, para finalmente por centrifugación (10 min, 4°C) obtener un 

extracto de proteína que se utiliza para llevar a cabo las determinaciones 

enzimáticas. Estas determinaciones se llevan a cabo mediante reacciones 

oxido-reducción acopladas a otras enzimas, monitoreando la oxidación o 

reducción de NADH o NAD+ a 340 nm durante 5 min a 30°C en el 
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espectrofotómetro Beckman DU-70 (Beckman instrument, Inc. Fullerton, CA.). 

La determinación de proteínas se llevó a cabo por el método de Bradford. Las 

unidades de actividad enzimática se expresaron como el número de mmoles de 

sustrato conviertidos a producto en un minuto por miligramo de enzima a 

temperatura y pH específicos. 

 

7.4 Evaluación de parámetros. 

Los parámetros evaluados fueron: velocidad específica de crecimiento (µ); 

rendimiento biomasa/sustrato (YX/S); velocidad específica de consumo de 

azúcar (qS); velocidad específica de formación de productos (qP), los cuales se 

determinaron durante la fase de crecimiento exponencial y fueron corregidos 

por factor de dilución en función de la base o ácido adicionado a los cultivos 

para el control de pH (Huerta-Beristain 2004). 

 

7.5 Cálculo de fluxes y balance de carbono. 

Los flujos de carbono son reportados en milimoles de carbono por litro por hora 

(mmolC/L h)(anexo B.6), el calculo de dichos flujos se realizó a partir de los 

valores de velocidad volumétrica de consumo de glucosa y de formación de 

productos (etanol, fórmico, acético y láctico). Los cuales fueron convertidos a 

moles de carbono considerando el peso molecular y el número de carbonos 

contenido en cada especie considerada. La distribución del carbono (en 

porcentaje respecto a la glucosa consumida) para los mismos experimentos, se 

llevo a cabo dividiendo los flux de carbono de cada compuesto entre el flux de 

carbono de consumo de glucosa y multiplicado por cien. Para el caso del 

bióxido de carbono, por balance estequiométrico, se asumió que se produjo un 

mol de CO2 por cada mol de etanol. 
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8.- RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Este trabajo esta constituido por tres etapas ligadas entre si, debido a 

que giran alrededor de la manipulación del metabolismo central (mediante la 

sobreexpresión o interrupción de genes) para incrementar el flux de producción 

de etanol en E. coli KO11. Así como, dirigir el flujo de carbono hacia una vía 

deseada y abatir la demanda de precursores para sobreexpresión de genes 

homólogos ó heterólogos en E. coli. 

En la primera etapa, se presenta la caracterización metabólica con el fin 

de identificar posibles pasos enzimáticos que limitan el flux de carbono en la 

glucólisis hacia la producción de etanol a partir de glucosa o xilosa en E. coli 

etanologénica KO11. Para esto, se evaluó el incremento de actividad de 

enzimas relacionadas con el transporte de glucosa o xilosa; las enzimas que 

catalizan reacciones de fosforilación o defosforilación en la glucólisis y una 

enzima que desvía el flujo de piruvato hacia la formación de etanol en E. coli 

etanologénica. Todo esto en medio mínimo con glucosa bajo condiciones no 

aireadas. 

La segunda etapa, consistió en evaluar el incremento en el nivel de 

actividad de ZWF homóloga (ZWFEc = glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de E. 

coli) o heteróloga (ZWFZm = glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de Z. mobilis); y su 

papel sobre la recuperación de la velocidad específica de crecimiento en 

Escherichia coli JM101 con carga metabólica debido a la transcripción de 

plásmidos multicopia. 

Además, se presenta la caracterización de la velocidad específica de 

crecimiento en E. coli JM101 pgi- (SM14). En este caso se evaluaó el efecto que 

tiene el incremento de nivel de actividad de ZWFEc o ZWFZm junto con el 

transportador inespecífico de glucosa GalP y GLK de E. coli. En estos casos los 

estudios fueron en condiciones aeróbicas en medio mínimo con glucosa como 

fuente de carbono. 

La tercera y última etapa consistió en evaluar la capacidad de una 

mutante pgi- etanologenica con una interrupción (pgi-) que evita el flujo de 
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glucosa-6-P hacia la glucólisis y permite desviar el flujo de carbono a través de 

la via de las pentosas fosfato y la de Entner-Doudoroff hacia la produccion de 

etanol, complementado con la sobreexpresion de los genes de la vía de E-D de 

Z. mobilis. Además, se caracterizó la distribución del flujo de carbono hacia la 

produccion de etanol y la fisiología del metabolismo central en la cepa KO11 

PPAL- obtenida por evolucion adaptativa en medio mínimo con glucosa 40 g/L 

y no aireados, con interrupción de los genes ack, pta y ldh, y se comparo con 

una cepa transformante con incremento en el nivel de PDCZm y ADHZm. 

 

8.1 PRIMERA ETAPA: Identificación y caracterización de los pasos 

enzimáticos limitantes de la glucólisis y la vía de síntesis de etanol en E. 

coli KO11. 

8.1.1 Introducción 

Con el fin de elucidar si algunas actividades enzimáticas de la vía 

glucolítica o de fermentación limitan el flux de carbono de glucosa o xilosa 

hacia la formación de etanol en la cepa de E. coli etanologénica KO11, se 

incrementó el nivel de las actividades enzimáticas de cinco pasos del 

metabolismo central de carbono, considerados clave en la canalización de 

glucosa o xilosa hacia la formación de productos de fermentación. Las enzimas 

analizadas fueron, la permeasa de galactosa GALPEc, la cual transporta 

inespecíficamente glucosa, xilosa y galactosa (Hernández-Montalvo et al., 

2003). La Fosfofructocinasa (PFKEc), que cataliza la fosforilación de la fructosa-

6-fosfato a fructosa-1,6-difosfato. La fosfoglicerato cinasa (PGKEc) que cataliza 

la primera reacción de formación de ATP, mediante una reacción parcialmente 

reversible, de glicerato 1,3 difosfato en 3 fosfoglicerato y ATP, y la piruvato 

cinasa heteróloga de Bacillus stearothermophillus (PYKBs) que cataliza la 

formación de piruvato y ATP a partir de fosfoenolpiruvato y ADP. Esta enzima 

es activada alostéricamente por AMP y Ribosa-5-fosfato, y no por fructosa-1,6-

difosfato como la PYK homóloga de E. coli: (Emmerling et al., 1999). Estas tres 

enzimas están involucradas en la formación o consumo de ATP, con los 
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mayores valores absolutos de ∆G′° exergónica en la glucólisis, y en dos casos 

constituyen etapas con regulación alostérica en esta vía (Stryer 1999). 

Adicionalmente, se evaluó el incremento en la actividad de una enzima que 

desvía el flujo de piruvato hacia la formación de etanol en E. coli etanologénica, 

la piruvato decarboxilasa heteróloga de Zymomonas mobilis (PDCZm; Martínez et 

al., 1999). Para modular la actividad enzimática se utilizó un vector inducible 

por IPTG (pTrc99A). 

 

8.1.2 Resumen de resultados y discusión 

El efecto de sobreexpresión se evaluó durante las fases de crecimiento 

exponencial y estacionaria de los cultivos. El nivel de actividad específica de las 

enzimas analizadas fue incrementado entre 2 y 30 veces respecto a los niveles 

básales de la cepa control KO11/pTrc99A.  

En comparación con la cepa control KO11/pTrc99A, durante la fase 

exponencial: A) en todos los casos no se afectó la velocidad específica de 

crecimiento; B) el flux de consumo de glucosa se redujo 63.4% y 67.8% al 

incrementarse las actividades específicas de PFKEc y PYKBs, respectivamente, y 

en los otros casos no se afectó; C) en consecuencia, el flux de etanol disminuyó 

35.9% y 50.7% cuando se sobreexpresó pfkEc y pykBs, respectivamente, sin 

afectarse en los otros casos. Estos resultados muestran que al incrementar la 

actividad de PFKEc o PYKBs en KO11 se reduce drásticamente el flux de 

consumo de glucosa y de formación de etanol, así como un mayor flux de 

formación de ácidos orgánicos, en respuesta a efectos de regulación alostérica, 

debidos a una mayor velocidad de formación y acumulación de 

fosfoenolpiruvato y ATP; y una posible actividad limitada de PDC para canalizar 

el flux hacia la formación de etanol.  

Para la fase estacionaria (comparando con la cepa KO11/pTrc99A): se 

encontró que: A) el flux de consumo de glucosa se redujo 43 y 11% al 

incrementar la actividad de PFKEc y PYKBs, respectivamente, y se incrementó 

13% al aumentar 6 veces la actividad enzimática de PDC, en los otros casos no 
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se afectó; B) congruentemente, el flux de etanol disminuyó 51 y 33% 

sobreexpresando pfkEc y pykBs, respectivamente, sin afectarse para los casos de 

galPEc y pgkEc. 

Los resultados mostraron que en KO11, existe una actividad limitada de 

PDCZm para canalizar el flux de glucosa o xilosa hacia la formación de etanol. 

Se logró incrementar el rendimiento teórico de conversión de glucosa o xilosa 

en etanol en 27%, durante la fase estacionaria el flux de formación de etanol 

aumento 42 y 44% y el de formación de ácidos orgánicos disminuyó 46 y 76% 

para glucosa y xilosa, respectivamente al incrementar la actividad intracelular 

de PDCZm (6.1 veces) en KO11. Por otro lado, probablemente como una 

respuesta a efectos de regulación alostérica y de actividad limitada de PDCZm, 

incrementos en la actividad enzimática de fosfofructocinasa o piruvatocinasa 

redujeron drásticamente el flux de consumo de glucosa o xilosa y de formación 

de etanol, incrementando el de formación de ácidos orgánicos. 

En la cepa KO11, la sobreexpresión de pdcZm permitió incrementar el 

flujo glucolítico y de producción de etanol durante la fase estacionaria, con una 

concomitante disminución del flux de carbono hacia la formación de ácidos 

orgánicos. Esto debido a que PDCZm tiene una mayor afinidad por el piruvato 

en comparación con lactato deshidrogenasa, y al igual que esta ultima, 

regenera los niveles de NAD+, para mantener activa glucólisis. Adicionalmente 

el incremento en el nivel de PDCZm permite canalizar mayor cantidad de 

piruvato hacia etanol, disminuyendo tanto el efecto de inhibición alosterica 

sobre PTS y activacion de lactato deshidrogenasa ocasionado por acumulacion 

de piruvato (Tarmy y Kaplan 1968). Estos datos confirman que la actividad 

enzimática de PDC limita el flux de piruvato hacia la formación de etanol.  

 Los detalles de esta parte del trabajo y los resultados en extenso se 

muestran en el manuscrito que se presenta en las siguientas páginas: Gerardo 

Huerta-Beristain, José Utrilla, Georgina Hernández-Chávez, Francisco Bolívar, 

Guillermo Gosset, Alfredo Martínez. Specific ethanol production rate in 

ethanologenic Escherichia coli strain KO11 is limited by pyruvate 
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decarboxylase. Journal of Molecular Microbiology and Biotechnology, 15, 55-

64, 2008. 
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8.1.3 Presentación de manuscrito 
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8.2 SEGUNDA ETAPA: Papel de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

homóloga (ZWFEc) o heteróloga (ZWFZm) sobre el efecto de carga 

metabólica en E. coli JM101 

8.2.1 Introducción 

Escherichia coli es uno de los microorganismos más utilizado para 

controlar la expresión de genes homólogos ó heterólogos y llevar a cabo 

estudios básicos, de producción de proteínas recombinantes o metabolitos de 

interés comercial. Frecuentemente es necesario utilizar plásmidos multicopia 

para lograr altos niveles de expresión, sin embargo está estrategia conduce a 

reducciones drásticas en la velocidad de crecimiento (µ), debido (entre otros 

factores) a incrementos en la demanda de: nucleótidos y energía para replicar 

el plásmido; carga de ARN y ribosomas; aminoácidos y poder reductor para 

sintetizar la(s) proteína(s). La ingeniería metabólica permite dirigir el flujo de 

carbono a través de vías deseadas y potencialmente abatir la demanda de 

precursores. En esta parte del trabajo se evaluó como la generación de poder 

reductor (NADPH o NADH) permite recuperar la µ en cepas de E. coli con carga 

metabólica. Se evaluó la generación de NADPH y las relaciones NADPH/NADP+ 

y NADH/NAD+ al sobre-expresar zwf (glucosa-6-fosfato deshidrogenasa) 

homóloga de E. coli (zwfEc), ó zwf de Zymomonas mobilis (zwfZm) en cepas 

silvestres de E. coli. 

Para evaluar si es posible evitar la reducción en la velocidad de 

crecimiento ocasionado en E. coli por la replicación y transcripción de 

plásmidos multicopia, se evaluó el efecto fisiológico de incrementar la 

disponibilidad de precursores metabólicos de la vía de las pentosas, así como 

la modificación en las relaciones de NADPH/NADP+ y NADH/NAD+. La 

evaluación se llevo a cabo mediante incrementos modulados en la actividad de 

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (ZWF) de Z. mobilis o de E. coli. En este 

contexto ZWFZm puede usar indistintamente cada uno de las coenzimas; NAD+ 

o NADP+, sin embargo, ZWFEc usa NAD+ (con una Km de 1.7) o NADP+ (con una 

Km de 0.015): la afinidad por NAD+ es baja en comparación con NADP+ 
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(Csonka y Fraenkel 1977). En contraste ZWFZm puede usar indistintamente los 

mismos coenzimas, pero a diferencia de ZWFEc la afinidad por NAD+ es 16 

veces mas alta (con una Km de 0.105), mientras que la afinidad por NADP+ es 

similar (con una Km de 0.013)(Scopes 1997). 

 

8.2.2 Resumen de resultados y discusión 

Las cepas JM101/pTrc99A y JM101/pZWFEc sin inducción por IPTG 

mostraron una velocidad específica de crecimiento (µ) de 0.54 h-1 y 0.49 h-1, 

respectivamente. Estas velocidades son bajas en comparación con JM101 (µ = 

0.66 h-1). No obstante, cuando se indujo la expresión de zwfEc en JM101/ 

pZWFEc con 1 µM de IPTG se observa un incremento en la µ a 0.52 h-1, y a 0.58 

h-1 con 10 µM, incrementando también la actividad enzimática de 6 a 60 

UI/mgPROT. A concentraciones mayores de inductor se obtiene una actividad 

enzimática mas elevada, pero la µ se reduce. 

En contraste, el efecto en la velocidad de crecimiento en JM101/pZWFZm 

sin inducción por IPTG mostró una µ de 0.51 h-1, y cuando es inducido con 1 a 

30 µM de IPTG se observa un incremento en la µ de 0.55 h-1 a 0.64 h-1. Así 

mismo, el nivel de actividad enzimática se incrementa de 0.7 – 3.3 UI/mgPROT. 

A concentraciones mayores del inductor (100 µM) el nivel de actividad 

enzimática se incrementa, sin afectarse la velocidad especifica de crecimiento. 

Los resultados indican que incrementos en el nivel de actividad de ZWF 

homóloga o heteróloga, aumentan el flujo de carbono a través del brazo 

oxidativo de la vía de las pentosas. Esto provoca cambios en la velocidad 

específica de crecimiento de E. coli JM101, debido a que algunos precursores 

para biosíntesis, como nucleótidos (necesarios para la trascripción del 

plásmido) y aminoácidos son sintetizados a partir de esta vía. Sin embargo, la 

sobreexpresión de zwf homóloga no permite recuperar completamente la 

velocidad específica de crecimiento, aun cuando los niveles de actividad 

enzimática son muy elevados. No obstante, cuando se incrementó el nivel de 

ZWF de Z. mobilis, la velocidad específica de crecimiento fue recuperada al 
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100%. Esto es debido probablemente a que ZWF de Z. mobilis utiliza 

preferentemente NAD+ sobre NADP+ como cofactores (Scopes., 1997), de tal 

forma que se sugiere que los niveles de NADH y NADPH generados por las 

enzimas ZWF de E. coli están equilibrados. Por lo tanto, al forzar un mayor 

flujo de carbono por el brazo oxidativo de la vía de las pentosas, se genera 

NADPH necesario para biosíntesis y una mayor disponibilidad de NADH para 

generación de ATP, dando como resultado una completa recuperación de la 

velocidad específica de crecimiento.  

Por otro lado, las proporciones de NADH/NAD+ en JM101/pZWFEc y 

JM101/pZWFZm fueron similares, indicando que la inducción de ambas zwf 

incrementa la disponibilidad de NADH, y probablemente la producción de ATP. 

De esta manera, también se encontró que los niveles de NADPH/NADP+ fueron 

reducidos cuando los niveles de actividad de ZWFEc y ZWFZm fueron 

incrementados; manteniendose una mayor proporción en JM101/pZWFEc que 

en las cepas control (JM101/pTrc99A y JM101). Estos resultados sugieren que 

la velocidad de crecimiento no se recupera completamente en JM101/pZWFEc 

debido probablemente al nivel elevado de NADPH. Sin embargo el nivel de 

NADPH/NADP+ fue mas bajo cuando fue inducido zwfZm; el valor cuando la µ 

fue completamente recuperada fue tan bajo como el obtenido en la cepa 

silvestre. Probablemente el exceso en NADPH afecta el crecimiento celular, 

principalmente por la inhibición de la citrato sintetasa en el TCA, (Lim et al., 

2002). La inhibición del crecimiento celular debido a un exceso de NADPH 

también ha sido observado en mutantes de E. coli en el gen pgi que codifica 

para la fosfoglucosa isomerasa (Canonaco et al., 2001). 

Los detalles de esta parte del trabajo y los resultados en extenso se presentan 

en el manuscrito sometido (anexo A): Gerardo Huerta-Beristain, Guillermo 

Gosset, Alfredo Martínez. Increased activity level of glucose-6-phosphate 

dehydrogenase from Zymomonas mobilis alleviates the metabolic burden effect 

in Escherichia coli. Sometido a Biotechnology Letters, Marzo de 2009.  
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8.2.3 Recuperación de la velocidad específica de crecimiento de 

E. coli pgi- por incremento de los niveles de ZWFEc ó ZWFZm junto con 

GALPEc y GLKEc 
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Figura 8.1. Velocidad específica de crecimiento (µ), (A) y actividad enzimática 
de ZWF (B) en la cepa transformante SM14/pZWFEc-pvGlkGalP54 con 
diferentes concentraciones de IPTG. Las cepas JM101, SM14 y SM14/pTrc99A-
pCL1920 son controles. 

 

La reducción de la velocidad específica de crecimiento en cepas de E. coli 

bloqueadas en la vía glucolítica se debe a un efecto combinado de la 

interrupción de la vía per se y a la limitación de ZWF para canalizar el flujo de 

carbono hacia la rama oxidativa de la vía de las pentosas; en condiciones 

aerobicas (Flores et al., 2004; Kabir y Shimizu, 2003). Además, se ha reportado 
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que la inactivación del gen pgi ocasiona una limitación en el transporte de 

glucosa, debido a que la interrupción en la glucólisis provoca una acumulación 

de glucosa-6-fosfato, lo cual acelera la degradación del transcripto (ptsG), el 

cual codifica para el principal transportador de glucosa (PtsG) en E. coli. Lo 

anterior disminuye el consumo de glucosa y reduce la síntesis de biomasa 

(Kabir y Shimizu, 2003; Kimata et al., 2001). 
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Figura 8.2. Velocidad específica de crecimiento (µ), y actividad enzimática de 
ZWF en la cepa SM14/pZWFZm-pvGlkGalP54 con diferentes concentraciones de 
IPTG. Las cepas SM14 y SM14/pTrc99A-pCL1920 son controles. 

 

En base a esto, se evaluó el efecto sobre la velocidad específica de 

crecimiento de E. coli SM14 (JM101 pgi-) por aumento en los niveles de ZWFEc o 
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ZWFZm junto con GALPEc y GLKEc (Figuras 8.1 y 8.2). La evaluación se llevo a 

cabo en medio mineral (M9), 2 g/L de glucosa y diferentes concentraciones de 

IPTG, bajo condiciones aerobicas. Las cepas transformantes fueron: 

SM14/pZWFEc-pvGlkGalP54 y SM14/pZWFZm-pvGlkGalP54. 

Como se observa en la figura 8.1, la velocidad específica de crecimiento 

(µ) es de solo 0.2 h-1 para la cepa pgi-, lo cual representa una reducción del 

70% en la µ en comparación con la cepa progenitora (JM101, µ = 0.66 h-1). La 

cepa SM14/pZWFEc-pvGlkGalP54 sin inducción con IPTG mostró una µ de 0.2 

h-1 y al inducir con 30 y 100 µM de IPTG la µ se incrementó a 0.34 h-1. La 

actividad específica de ZWF se incrementó de 10 UI/mgPROT en SM14/pZWFEc-

pvGlkGalP54 sin inducción a 260 UI/mgPROT cuando se induce con 30 µM de 

IPTG. Sin embargo aunque no se determino la actividad de GalP sobre el 

transporte de glucosa, es probable que la glucosa este siendo internalizada al 

interior de la célula por esta permeasa y posteriormente fosforilada por la 

hoxocinasa, para contender con el problema de transporte de glucosa en las 

cepas interrumpidas en el gen pgi. 

En contraste, SM14/pZWFZm-pvGlkGalP54 sin inducción con IPTG 

mostró una µ= 0.22 h-1  y al inducir con 100 µM de IPTG, la µ incremento a 

0.44 h-1 (Figura 8.2A), mientras que la actividad específica de ZWF se 

incrementó de 0.6 a 16.3 UI/mgPROT. (Figura 8.2B). 

En resumen, las cepas SM14/pZWFEc-pvGlkGalP54 y SM14/pZWFZm-

pvGlkGalP54 mostraron una recuperación parcial de la velocidad de 

crecimiento respecto a la cepa JM101, equivalente a 51.5%, y 66.7% 

respectivamente. 

La sobreexpresión de zwfEc ó zwfZm en conjunto con galP y glk (plásmido 

pvGlkGalP54) en la cepa SM14, permitió incrementar la µ debido a la 

recuperación del transporte y fosforilación de glucosa y a un incremento en el 

flujo de carbono hacia la vía de las pentosas; para generación de intermediario 

de biosíntesis y cofactores. Sin embargo, la µ no se recupera al 100%, lo que 

sugiere que hay otro(s) paso(s) limitante(s) del flujo de carbono en las cepas pgi-  
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8.3 TERCERA ETAPA: Caracterización del metabolismo y fisiología 

de KO11 pgi- y derivadas evolucionadas y modificadas para obtener una 

cepa homoetanológenica que cataboliza la glucosa por la vía de Entner-

Doudoroff 

8.3.1 Construcción de la cepa KO11 pgi- 

Con el fin elucidar la respuesta del metabolismo central ocasionada por 

la inactivación del gen pgi en E. coli etanologénica cepa KO11, se construyó la 

cepa KO11 pgi- mediante la inserción dirigida de productos de PCR, estrategia 

reportada por Datsenko y Wanner 2000. Para comprobar la interrupción de gen 

pgi se realizaron ensayos de PCR y actividad enzimática. 

 

Figura 8.3. Patron de restricción del PCR obtenido a partir de ADN 
cromosomal de KO11 ó KO11 pgi-. carriles de izquierda a derecha. Carril 1, 
marcador 1 kb. Digestiones con Digestiones con NcoI.; lineas 2 y 3, KO11; 
lineas 4 y 5, KO11 pgi-. Digestiones con KpnI.; lineas 6 y 7, KO11; lineas 8 y 9, 
KO11 pgi-. 

 

PCR. Se amplificó con oligos específicos (Tabla 7.3) la región de 2016 y 

1921 pb, 200 pb río arriba y río debajo de la región estructural del gen pgi en 

la cepa sin inactivación y con inactivación del gen pgi. Adicionalmente para 

analizar los productos de PCR, se realizaron digestiones especificas; con KpnI 

generando dos fragmentos uno de 1343 pb y otro de 703 pb, y para fragmentos 
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que contienen el gen de Km se realizo una digestión con NcoI, generando dos 

fragmentos, uno de 1163 pb y otro de ≈700 pb (Figura 8.3). 

Actividad enzimática. Se determinó la actividad glucosa-6-fosfato 

isomerasa (PGI) como lo reporta Peng y Shimizu (2003) (Anexo C). Se comprobó 

que KO11 pgi- no presentan actividad PGI, mientras que KO11 y JM101 

presentaron valores de actividad específica de PGI de 2.21 y 2.06 UI/mgPROT, 

respectivamente.  

 

8.3.2 Evaluación de KO11 pgi- y KO11 en medio mineral 
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Figura 8.4. Cinéticas de crecimiento, consumo de azúcar y producción de 
etanol de E. coli KO11 y KO11pgi-, condiciones no aireadas, medio mineral 
(M9)-4% glucosa. Símbolos ○ KO11 pgi-, ● KO11. 

Uno de los principales propósitos del presente trabajo consistió en 

determinar si es posible canalizar el flujo de glucosa a través de la vía de 

Entner-Doudoroff (E-D) en lugar de la de Embder-Meyerhoff-Parnas (EMP); con 

el fin de evaluar el desempeño del metabolismo central ocasionada por la 

inactivación del gen pgi en E. coli etanologénica KO11 en condiciones de 

fermentación usando medio mineral suplementado con glucosa (Figura 8.4). 

E. coli pgi- podría crecer dependiendo del flujo de carbono que se canalice 

por la enzima ZWF hacia la vía de las pentosas fosfato o de E-D, así como a la 

misma actividad que presenten estas vías alternas para el metabolismo de 

glucosa. Así, al parecer esta enzima y/o la vías mencionadas estan limitadas 

para canalizar el flujo de carbono. Lo anterior da como resultado la 

disminución de los niveles de intermediarios necesarios para biosíntesis celular 

y en consecuencia un drástico decremento en las velocidades específicas de 

crecimiento en condiciones aerobicas. Al parecer en las condiciones evaluadas 

(no aireadas), E. coli KO11 pgi- solo crece cuando hay oxígeno en el medio al 

inicio del cultivo, pero una vez que este se agota, la célula deja de crecer 

(Figura 8.4). Este efecto se debe a que bajo estas condiciones KO11 pgi- es 

incapaz de regenerar los niveles de NADP+ y/o NAD+, cofactor mas usado en la 

reacción catalizada por ZWF (Figura 3.1). De tal forma que se propusó que el 

incremento en el nivel de las enzimas de la vía de E-D de Z. mobilis en KO11 

pgi- podría incrementar el flujo de carbono a través de ZWF y este ser 

canalizado a la síntesis de piruvato. 

 

8.3.3 Construcción del plásmido pZEAZm 

El plásmido pZEAZm fue construido mediante la amplificación por PCR y 

clonación individual de los genes zwf, edd y eda que codifican para las 

enzimas, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 6-fosfogluconato dehidratasa y 2-

ceto-3-deoxi-6-fosfogluconato aldolasa de Z. mobilis, respectivamente, con 
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oligos específicos (Tabla 7.3) para cada gen a partir de ADN cromosomal de Z. 

mobilis. La clonación individual de los genes se realizó en el sitio SmaI bajo el 

control del promotor trc inducible por IPTG en el vector pTrc99A, obteniéndose 

los plásmidos pZWFZm, pEDDZm y pEDAZm, para su conservación fueron 

transformados en la cepa DH5α. Posteriormente, para formar el operon 

artificial zwf-edd-eda de Z. mobilis, bajo el control del promotor trc en pTrc99A, 

los plásmidos pZWFZm y pEDDZm se digirieron en el sitio NcoI, el primero libera 

un fragmento de 1,700 pb que corresponde al gen zwf. Este fragmento fue 

clonado en el sitio NcoI del plásmido pEDDZm, generando el plásmido 

pZWFEDDZm. Después, el plásmido pEDAZm se digirió con XbaI y el fragmento 

liberado de 651 pb, que corresponde al gen eda, se clonó en el sitio XbaI del 

plásmido pZWFEDDZm para obtener el plásmido pZEAZm (Figura 8.5), este 

plásmido se analizó por patrón de restricción para comprobar que el marco de 

lectura del operon sintético (genes zwf, edd y eda) de Z. mobilis quedara bajo la 

regulación del promotor trc inducible por IPTG. Se comprobó por secuenciación 

la construcción del operon de Z. mobilis en el plásmido pZEAZm.  

   

Figura 8.5. Mapa del plásmido pZEAZm, con los genes zwf, edd y eda de Z. 
mobilis bajo regulación del promotor trc inducible por IPTG. 
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8.3.4 Efecto de la sobreexpresión de zwfZm, eddZm y edaZm en la 

cepa KO11 pgi- 

 La cepa KO11 pgi-/pZEAZm fue crecida en M9-20 g/L glucosa, con y sin 

IPTG (100 µM); se evaluaron las velocidades específicas de crecimiento y la 

actividad específica de la vía de E-D en células cosechadas después de 10 

horas de iniciado los cultivos sin aireación. 
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Figura 8.6. Actividad enzimática de la vía de Entner-Doudoroff, en las cepas 
KO11 pgi- y KO11 pgi-/pZEAZm, en cultivos sin IPTG y con 100 µM de IPTG (+I). 
La cepa KO11 se uso como control.  

 

Los resultados mostraron, que en comparación a KO11 pgi-, KO11 pgi-

/pZEAZm sin y con inducción por IPTG presentó una actividad específica de la 

vía de E-D 34.4 y 131.7 veces mayor, respectivamente (Figura 8.6). Sin 

embargo, como ya se describió el crecimiento de KO11 pgi- en estás 

condiciones es limitado y no fue posible que la expresión de los genes 

contenidos en pZEAZm contarrestraran, en estas condiciones, el efecto de la 

interrupción en pgi- (Datos no mostrados). Lo resultados de actividad 

enzimática indican que la construcción es funcional, pero los datos de 
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crecimiento también sugieren un efecto de carga metabólica, ocasionada por la 

transcripción del plásmidos multicopia. Como se presentó en la sección 8.2.2, 

se sabe que este fenómeno se presenta por incrementos en la expresión de 

genes en plásmidos multicopia en E. coli (Flores et al., 2004, Huerta-Beristain 

et al., 2009 en revisión). Esto nos permitió plantear que parte del efecto de 

carga metabólica, además de la demanda de ciertos intermediarios 

metabólicos, puede ser debido a un desbalance del poder reductor 

(proporciones NADPH/NADP+ y NADH/NAD+) (Huerta-Beristain et al., 2009 en 

revisión). 

 

8.3.5 Evolución adaptativa de KO11 pgi- en cultivos no aireados  
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Figura 8.7. Crecimiento de KO11 pgi- y poblaciones derivadas sometida a 
evolución adaptativa en condiciones anaeróbicas en M9 con 4% glucosa. Cada 
transferencia indicada por cada linea fue realizada cuando los cultivos 
alcanzaban una DO600nm alrededor de 1.0 (0.37 g/L biomasa) ó cada 24 horas. 
 

En base a las limitaciones en velocidad de crecimiento y canalización de 

glucosa hacia la síntesis de etanol en la cepa KO11 pgi-, y a la habilidad de los 

sistemas biológicos para adaptarse ante diferentes perturbaciones, ya sean 

genéticas (inactivación de un gen), metabólicas o ambientales, mediante 

mecanismos genéticos (introducción de mutaciones espontáneas) y metabólicos 

(redistribución de flujos) que involucra la evolución adaptativa (Fong et al., 
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2005), se sometió a este tipo de evolución a la cepa KO11 pgi- creciéndola en 

condiciones anaeróbicas en minifermentadores con 200 ml de M9 - 40 g/L de 

glucosa, (35ºC, 100 rpm y presión de selección Cloranfenicol 40 µg/ml) durante 

60 días (Figura 8.7). Cada minifermentadores se inoculaba con células del 

minifermentador anterior y la DO600nm inicial era de 0.01. Las muestras para 

medir la DO600nm fueron tomadas cada 24 horas.En estos cultivos se determinó 

la producción de biomasa (Figura 8.7) y la producción de etanol Los resultados 

obtenidos muestran que la cepa KO11 pgi- mejoró su td (tiempo de duplicación) 

de 138.6 h en el primer pase, a un td = 3.65 h en la transferencia número 35 

La cepa evolucionada se denominó KO11 E35. Esto indica que la cepa KO11 

pgi- sufrió cambios a nivel genético y/o metabólico que le permiten incrementar 

la formación de biomasa y en consecuencia la velocidad de crecimiento (Tabla 

8.1). 

 

8.3.6 Caracterización de la cepa KO11 pgi- E35.  

Parámetros cinéticos. Como parte de la caracterización de la cepa 

KO11 E35, se realizó la evaluación de los parámetros cinéticos de fermentación 

de la cepa KO11 E35 en minifermentador con M9-4% glucosa (Tabla 8.1). Las 

cepas KO11 y KO11 pgi- fueron usadas como controles.  

 
Tabla 8.1. Parámetros cinéticos de fermentación, durante la fase de 
crecimiento exponencial de KO11 pgi- y KO11 E35; en comparación con la 
cepa KO11. 

 KO11 KO11 pgi- KO11 E35 

µ (h-1) 0.49 0.005 0.12 

qs (gGlc/gDCW h) 4.69 0.213 1.5 

Yp/s(gEtoH/gGlc) 0.35 0.125 0.29 

qEtoH (gEtoH/gDCW h) 1.02 0.035 0.39 

qKOH (mlKOH/gDCW h) 4.77 0.287 1.76 
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Los resultados mostraron que la cepa KO11 E35 incremento su µ, qS y 

qEt-OH en 24, 7.1 y 11.1 veces en comparación con la cepa KO11 pgi-, (Tabla 

8.1). En contraste, en comparación con KO11, la µ, qS y qEt-OH de KO11 E35 

representa solo el 25, 32 y 38 % los valores de KO11, respectivamente, (Tabla 

8.1). Además, no se encontró actividad enzimática de PGI en E35. Estos 

resultados sugieren que la cepa KO11 pgi- E35 sufrió cambios a nivel genético 

y/o metabólico redirigiendo probablemente el flujo de carbono a través de las 

vía de las pentosas fosfato y de Entner-Doudoroff, como consecuencia de la 

interrupción de la vía glucolítica. Adicionalmente, en la cepa KO11 E35 su qKOH 

(velocidad específica de consumo de KOH) incremento de 0.28 a 1.76 

mlKOH/gDCW h, lo que muestra un incremento en el flujo de carbono hacia la 

formación de ácidos orgánicos en comparación con la cepa KO11 pgi-. 

Determinación de actividades enzimáticas clave. En base a estas 

modificaciones de los parámetros cinéticos de fermentación en KO11 E35, se 

evaluaron los niveles de actividades enzimáticas clave del metabolismo central 

(ZWF, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; PGI, glucosa-6-fosfato isomerasa y E-

D, vía de Entner-Doudoroff) y de las enzimas que compiten por el piruvato 

(PFL, piruvato formato liasa; LDH, lactato deshidrogenasa; PDC, piruvato 

decarboxilasa y ADH, alcohol deshidrogenasa). Para fines de comparación se 

usaron las cepas KO11 y KO11 pgi-. 

 En la cepa KO11 E35, los niveles de las actividades enzimática de ZWF 

(usando NADP+ como cofactor) y E-D se incrementaron en 11.5 y 2.5 veces con 

respecto a la cepa KO11, mientras que el incremento para estas mismas 

enzimas fue de 6 y 7 veces con respecto a KO11 pgi-, respectivamente (Tabla 

8.2). Cuando se usó NAD+ como cofactor, la actividad de ZWF incrementó 58.7 

y 4.4 veces con respecto a KO11 y KO11 pgi- (Tabla 8.2). Estos resultados 

sugieren que la cepa evolucionada mejoró el flujo de carbono a través de la 

parte inicial de la vía de las pentosas y de Entner-Doudoroff, mediante el 

incremento de los niveles de ZWF, por un lado reduciendo la acumulación de 

glucosa-6-fosfato (intermediario que induce la degradación del RNA mensajero 
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de ptsG), y por otro incrementando el flujo de carbono a través de la vía de E-

D. En consecuencia, una mayor cantidad de glucosa es introducida a la célula, 

incrementando la µ y su qS con respecto a KO11 pgi-. KO11 E35 presenta una 

distribución de flujo de carbono hacia la formación de acético, fórmico y 

láctico; mediante incrementos (entre el 30 y 70%, con respecto a KO11 y KO11 

pgi-) en el nivel de las actividades de ACK, PFL y LDH. Es factible asumir que 

en este esquema metabólico la cepa KO11 E35 tiene un bajo rendimiento 

energético en condiciones anaeróbicas. El incremento del flujo en la vía de E-D 

puede ser resultado de una desregulación de la misma vía, en base a que un 

efecto de la evolución adaptativa es la redistribución de los flujos metabólicos a 

través de vías metabólicas existentes (Fong et al., 2005), en este caso parte de 

la vía de las pentosas y la vía de E-D. 

 

 Tabla 8.2. Actividades enzimáticas específicas (en UI/mgPROT) en las 
cepas KO11, KO11 pgi- y KO11 E35. 

Actividad KO11 KO11 pgi- KO11 E35 

ZWF (con diferente cofactor) 

NADP+ 

NAD+ 

 

0.17 

0.015 

 

0.32 

0.20 

 

1.95 

0.88 

PGI 2.21 0.0 0.0 

E-D 0.08 0.03 0.20 

PFL 0.06 0.05 0.08 

PDC 0.43 0.28 0.65 

ADH 0.13 0.12 0.22 

LDH 0.66 0.61 1.1 

ACK 0.52 0.62 0.62 

 

En cuanto a las actividades enzimáticas de vías que compiten por 

piruvato se observó que: el nivel de actividad de PFL en la cepa KO11 E35 

(Tabla 8.2) incrementó (alrededor de 30 y 60%) con respecto a las cepas 

control. Asi mismo la actividad ACK aumentó 25% con respecto a KO11, sin 
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embargo, en comparación a KO11 pgi- fue igual. Además el nivel de actividad 

de LDH incrementó 90 y 80% en KO11 E35 (Tabla 8.2) en comparación a las 

cepas KO11 pgi- y KO11. Este incremento de actividad de LDH en KO11 E35, 

puede deberse en parte a la acumulación de piruvato intracelular (Tarmy y 

Kaplan, 1968). 

El nivel de actividad de PDC en la cepa KO11 E35 incrementó al doble 

con respecto a la cepa KO11 pgi-, sin embargo con respecto a la cepa KO11 el 

nivel de actividad es mayor solo en un 50% (Tabla 8.2). Además, la actividad de 

ADH en la cepa KO11 E35 (Tabla 8.2) incrementó en 70 y 90% con respecto a 

las cepas KO11 y KO11 pgi- respectivamente. Esto indica que el incremento de 

actividad de las enzimas PDC y ADH en la cepa evolucionada con respecto a la 

cepa KO11 pgi- permite incrementar la qEtoH, aunque esta sigue siendo menor a 

la qEtoH de la cepa KO11 con valores menores de actividad de PDC y ADH. Estos 

resultados sugieren que la cepa KO11 E35 modificó su flujo de carbono a la 

síntesis de acetato, con el fin de obtener ATP necesario para biosíntesis, y de 

lactato para regeneración de poder reductor en forma de NAD+. 

Actividad enzimática de ZWF ante NAD+ ó NADP+. Los resultados 

mostraron que la actividad de ZWF en la cepa KO11 E35 con respecto a KO11 

se incrementó 11.5 y 58.7 veces usando NADP+ ó NAD+ como cofactores, 

respectivamente (Tabla 8.2), lo que indica que la enzima incrementó su 

concentración y no mostró un cambio en la afinidad por los cofactores. 

 

8.3.7 Efecto del incremento del nivel de ZWFZm o ZWFZm EDDZm y 

EDAZm junto con GALPEc y GLKEc en KO11 E35 

En base a los resultados anteriores y con el fin de incrementar el flux 

glucolítico hacia la formación de etanol en KO11 E35, se evaluó el efecto 

ocasionado por el incremento de ZWFZm o ZWFZm-EDDZm-EDAZm en conjunto 

con GALPEc y GLKEc en E. coli KO11 E35 (KO11 E35/pZWFZm-pvGlkGalP54 y 

pZEAZm-pvGlkGalP54). Los cultivos se realizaron en condiciones no aireadas, 

en medio mínimo M9, con 40 g/L de glucosa y se determinaron los parámetros 
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cinéticos de fermentación de estas cepas transformantes con 50 µM de IPTG, 

comparando los resultados con las cepas transformantes sin inducir y las 

cepas control (Figura 8.8). La inducción de la expresión de los genes contenidos 

en los plásmidos se realizó con 50 µM de IPTG. 
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Figura 8.8. Parámetros cinéticos de fermentación de la cepa KO11 
E35/pZWFZm-pvGlkGalP54 y KO11 E35/pZEAZm-pvGlkGalP54 con 0 y 50 µM 
de IPTG crecidas en medio mínimo M9, glucosa 40 g/L. KO11 pgi-, KO11 E35 y 
KO11 E35 /pTrc99A-pCL1920 son controles.  
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Las cepas KO11 E35/pZWFZm-pvGlkGalP54 y KO11 E35/pZEAZm-

pvGlkGalP54 con una concentración de 50 µM de IPTG incrementaron 

ligeramente la síntesis de biomasa y velocidad específica de crecimiento (Figura 

8.8A) en comparacion a KO11 E35. 

Con respecto a la velocidad específica de producción de etanol. No se 

observo un cambio significativo en las cepas KO11 E35/pZWFZm-pvGlkGalP54 

y KO11 E35/pZEAZm-pvGlkGalP54 con y sin inducción por IPTG (Figura 8.8C), 

respecto a KO11 E35/pTrc99A-pCL1920. Esto indica que la inducción de la 

expresión de zwfZm ó zwfZm, eddZm, edaZm, en conjunto con glkEc y galPEc en la 

cepa KO11 E35 no afecta la qEt-OH. Sin embargo como se puede ver en la gráfica 

de qS (velocidad específica de consumo de glucosa) en KO11 E35/pZWFZm-

pvGlkGalP54 con inducción por IPTG incrementó con respecto a las cepas 

KO11 E35 y KO11 E35/pTrc99A-pCL1920 (Figura 8.8B), esto sugiere que en 

esta cepa se lleva a cabo una redistribución del flujo de carbono hacia la 

formación de ácidos orgánicos. 

Los resultados de la sobreexpresión de zwfZm en conjunto con glkEc y 

galPEc en la cepa KO11 E35 mostrarón un incremento de la qS probablemente 

debido al incremento del transporte y fosforilación de glucosa (función que en 

las cepas mutantes en pgi- está limitado; Kimata et al., 2001) y probablemente 

a un incremento en la disponibilidad de piruvato, que favorece la síntesis de 

ácidos orgánicos, mayoritariamente ácido láctico, esto concuerda con el 

aumento de actividad de LDH en KO11 E35 con respecto KO11 pgi-. Además, el 

incremento en los niveles de ZWFZm permite proponer que se convierte 

preferencialmente NAD+ a NADH (y no NADP+ en NADPH), haciendo que este 

cofactor sea reciclado en vías fermentativas: en la síntesis de etanol y láctico. 

De esta manera se evita la acumulación de NADPH que inhibe el crecimiento 

celular (Kabir y Shimizu, 2003). Este dato concuerda con los resultados 

observados en SM14 (JM101 pgi-) en condiciones aeróbicas, donde el 

incremento de los niveles enzimáticos de ZWFZm, GLKEc y GALPEc, permite 
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recuperar en 67% la velocidad específica de crecimiento con respecto a E. coli 

JM101 (datos mostrados en la sección 8.2.3). 

 

8.4 Construcción de una cepa homoetanologénica. 

La sobreexpresión de genes clave en KO11 E35 permite redirigir el flujo 

de carbono de piruvato hacia la síntesis de lactato y acetato. Por tanto, para 

canalizar un mayor flujo de carbono hacia la síntesis de etanol se propusó 

inactivar los genes que codifican para las enzimas que compiten por piruvato 

(ack, pta y ldhA), mediante la estrategia reportada por Datsenko y Wanner 

2000. La cepa resultante se denominó KO11 PPAL- (genotipo: KO11 E35 ∆ack-

pta::FRT, ∆ldhA::FRT) o cepa homoetanologénica.  

 

8.4.1 Caracterización de la cepa homoetanologénica KO11 PPAL- 

Tabla 8.3. Parámetros cinéticos de cultivos de KO11 E35 y KO11 PPAL-. La 
cepa KO11 se usó con fines de comparación. ND, Datos no determinados.  

 KO11 KO11 E35 KO11 PPAL- 

µ (h-1) 0.49 0.12 0.13 

qs (gGlc/gDCW h) 4.69 1.5 1.65 

Yp/s(gEtoH/gGlc) 0.48 0.29 0.25 

qEtoH (gEtoH/gDCW h) 1.02 0.42 0.41 

qAcet (gAcet /gDCW h) 0.63 0.55 0 

qForm (gForm/gDCW h) 1.1 0.89 0.032 

qLact (gLact/gDCW h) 0 0.11 0 

qSucc (gSucc/gDCW h) ND 0 0.006 

qFum (gFum/gDCW h) ND 0 0.002 

qPyr (gPyr/gDCW h) ND 0 0.92 

 

En E. coli KO11 PPAL- se evaluaron las velocidades específicas de 

crecimiento, de consumo de glucosa y de producción de etanol; asi como las 

actividades enzimáticas de ZWF y de la vía de Entner-Doudoroff, y de la vía de 

síntesis de etanol heteróloga (PDC y ADH), en medio mínimo M9 con glucosa 
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40 g/L y condiciones no aireadas. Para fines de comparación se usaron las 

cepas KO11 y KO11 E35. 

Los resultados mostraron que en KO11 PPAL- la µ y qEt-OH fueron iguales 

a los observados en KO11 E35, aunado a esto, la qS es ligeramente mayor en la 

cepa homoetanologénica (Tabla 8.3). En contraste, en comparación con la cepa 

parental KO11, los valores para µ, qS y qEt-OH de KO11 PAPL- fueron alrededor 

de una tercera parte (Tabla 8.3).  

Estos resultados indican que la cepa KO11 PPAL- redirige su flujo 

metabólico a través de la dos primeras reacciones de las pentosas fosfato y de 

la vía de Entner-Doudoroff, como consecuencia de la interrupción de la vía 

glucolítica cuando metaboliza glucosa como fuente de carbono.  

Adicionalmente, en la cepa KO11 PPAL- se cuantificaron los productos de 

fermentación y se comprobó que no produce acético ni láctico, sin embargo 

acumula pequeñas cantidades de fórmico, succínico, fumárico y piruvato 

(anexo B.3). Cabe mencionar que esta cepa homoetanologénica es capaz de 

crecer en medio mínimo con glucosa como fuente de carbono bajo condiciones 

no aireadas usando la vía de Entner-Doudoroff  como única vía metabólica. 

 

Tabla 8.4. Comparación de los niveles de diferentes actividades enzimáticas 
en las cepas KO11, KO11 E35 y KO11 PAPL-. 

ACTIVIDAD ESPECÍFICA KO11 KO11 E35 KO11 PAPL- 

ZWF 0.17 1.95 2.91 

E-D 0.08 0.20 0.21 

PDC 0.43 0.65 0.64 

ADH 0.13 0.22 0.23 

 

También en la cepa KO11 PPAL-, fueron evaluados los niveles de 

actividad específica de ZWF y E-D del metabolismo central y de la vía 

heteróloga de formación de etanol (PDC, y ADH); encontrandó un incremento 

en la actividad enzimática de ZWF 17 y 0.5 veces en KO11 PPAL- (Tabla 8.4) 

con respecto a KO11 y KO11 E35, respectivamente. La actividad de la vía de 
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Entner-Doudoroff en KO11 PPAL- y en KO11 E35 fueron iguales, por lo tanto la 

actividad de mantiene 2.5 veces mayor con respecto a KO11 (Tabla 8.4). Esto 

indica que la cepa KO11 PPAL- mantiene el flujo de carbono a través de las dos 

primeras reacciones de la vía de las pentosas y de la vía de Entner-Doudoroff, 

mediante el incremento de actividad de ZWF. Este incremento de ZWF evita la 

acumulación de Glucosa-6-fosfato (intermediario que induce la degradación del 

RNA mensajero de ptsG; Kimata et al., 2001) aunque el consumo de glucosa no 

incrementó, sin embargo la velocidad de crecimiento permanece igual a la cepa 

KO11 E35 (Tabla 8.3).  

Además el incremento de la vía de E-D en KO11 E35 y KO11 PPAL- es 

probablemente debido a una desregulación de la vía, por efecto de la evolución 

adaptativa; o a la necesidad de la célula para evitar la acumulación intracelular 

de 2-ceto-3-deoxi-6-fosfogluconato, intermediario que es tóxico en la célula y 

provoca un efecto bacteriostático (Fuhrman et al., 1998), redistribuyendo los 

flujos metabólicos a través de vías metabólicas existentes (Fong et al., 2005) y 

en consecuencia en la cepa homoetanologénica no cambia el nivel de actividad 

de E-D con respecto a KO11 E35.  

En cuanto a los niveles de actividad de PDC en las cepas KO11 PPAL- y 

KO11 E35 son iguales, sin embargo con respecto a la cepa KO11 el nivel de 

actividad es mayor en 50% (Tabla 8.4). En contraste, la actividad de ADH en 

KO11 PPAL- fue igual que en KO11 E35 (Tabla 8.4). Esto indica que la 

actividad de PDC y ADH tanto en la cepa KO11 PPAL- como en KO11 E35 

probablemente están limitando el flujo de piruvato a etanol, en consecuencia 

en KO11 PPAL- hay una acumulacion de piruvato y probablemente una 

acumulación de PEP la cual puede ocasionar una inhibición de enzimas (como 

glucocinasa) de glucólisis o afectando la fosforilacion de glucosa (Ogawa et al., 

2007). En base a estos resultados se decidio incrementar los niveles de GALP y 

GLK en KO11 PPAL- junto con ZWFZm o la vía de E-D heteróloga, con el 

propósito de incrementar el consumo de glucosa y canalizar el flujo hacia la 

síntesis de piruvato a través de la vía de E-D. 
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8.5.2 Caracterización del incremento del nivel de ZWFZm o ZWFZm 

EDDZm y EDAZm  junto con GALPEc y GLKEc en KO11 PPAL- 

Se evaluó el efecto sobre la velocidad específica de crecimiento, de 

consumo de glucosa, de formación de etanol y otros productos de 

fermentación, en la cepa KO11 PPAL-/pZWFZm-pvGlkGalP54 y KO11 PPAL-

/pZEAZm-pvGlkGalP54. Los controles fueron KO11, KO11 PPAL- y KO11 E35. 
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Figura 8.9. Parámetros cinéticos de cultivo de KO11 PPAL-/pZWFZm-
pvGlkGalP54 y KO11 PPAL-/pZEAZm-pvGlkGalP54 durante la fase exponencial 
(gráficas izquierda) y estacionaria (gráficas derecha), en medio mínimo M9, 
glucosa 40 g/L y 50 µM de IPTG en condiciones no aireadas. KO11 E35 y KO11 
PPAL- fueron controles.  

 

Durante el crecimiento en fase exponencial del cultivo, KO11 PPAL-

/pZWFZm-pvGlkGalP54 mostró una µ y qEt-OH iguales a las cepas control (Figura 

8.9), en contraste la qS fue 37 y 7% mayor que la de KO11 PPAL- y KO11 E35 

(Figura 8.9). Por otro lado, la otra cepa transformante, KO11 PPAL-/pZEAZm-

pvGlkGalP54 mostró una µ, qS y qEt-OH de 0.022 h-1, 1.2 gGlc/gDCW h y 0.41 
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gEtoH/gDCW h, respectivamente, los tres parámetros son menores con respecto a 

las cepas control. En cuanto a la velocidades específicas de formación de 

productos de fermentación durante la fase exponencial (Anexo B.3) la cepa 

KO11 PPAL- y sus dos transformantes, no producen acético, ni láctico, como 

era de esperarse, a diferencia de la cepa KO11 E35 que produce estos ácidos 

orgánicos. 

Durante la fase estacionaria del cultivo, KO11 PPAL-/pZWFZm-

pvGlkGalP54 mostró una qS y qEt-OH iguales a la cepa KO11 PPAL- (Figura 8. 9), 

sin embargo con respecto a la cepa KO11 E35 la qS y qEt-OH es mayor en 76 y 

54%. Por otro lado, KO11 PPAL-/pZEAZm-pvGlkGalP54 mostró una qS y qEt-OH 

de 1.3 gGlc/gDCW h y 0.28 gEtoH/gDCW h (Figura 8.9), respectivamente, los dos 

parámetros son mayores con respecto a KO11 PPAL-. 

En el caso de KO11 PPAL-/pZEAZm-pvGlkGalP54 se encontró un ligero 

flujo a acetato, lactato y formato con respecto a KO11 PPAL-. Probablemente 

favorecido a través de otras vías de síntesis y por acumulación de piruvato 

intracelular (anexo B.4). 

Por otro lado, los niveles de actividad específica en KO11 PPAL-/pZWFZm-

pvGlkGalP54 con respecto a KO11 PPAL-, fueron para ZWF 8 veces mayor, para 

E-D se mantuvo el mismo nivel, para PDC se reduce 20% y el nivel de ADH 

permanece igual (Tabla 8.5); esto indica que el incremento en los niveles de 

ZWFZm, GLKEc y GALPEc en la cepa KO11 PPAL- ocasionan un incremento en la 

velocidad específica consumo de glucosa, aunque la velocidad específica de 

crecimiento y de producción de etanol no cambia durante la fase exponencial 

del cultivo con respecto a la cepa KO11 PPAL- (Figura 8.9). Por otro lado, los 

niveles de actividad específica de KO11 PPAL-/pZEAZm-pvGlkGalP54 con 

respecto a KO11 PPAL-, fueron para ZWF 6 veces mayor, para la vía de E-D 

incrementó 11 veces, sin embargo la actividad de PDC y ADH permanecen 

iguales (Tabla 8.5). Estos resultados indican que el incremento en los niveles 

de ZWFZm, EDDZm, EDAZm, GLKEc y GALPEc en la cepa KO11 PPAL- ocasionan un 
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efecto negativo sobre la µ, qS y qEt-OH disminuyendo estos parámetros cinéticos 

durante la fase exponencial (Figura 8.9). 

 
Tabla 8.5. Actividades enzimáticas en las cepas KO11 PPAL-/pZWFZm-
pvGlkGalP54 y KO11 PPAL-/pZEAZm-pvGlkGalP54, en cultivos en medio M9 
suplementados con 40 g/l de glucosa, 50 µM de IPTG en condiciones no 
aireadas. KO11 PAPL- fue utilizada como control.  

 

Finalmente, en las cepas transformantes de KO11 PPAL- se observa un 

efecto similar a la cepa KO11 PPAL-, es decir se sugiere que la enzima PDC está 

limitando el flujo de carbono a través de la vía de síntesis de etanol, como ya se 

había observado anteriormente en la cepa KO11 (Huerta-Beristain, et al., 2008) 

y el incremento de flujo de carbono cuando se incrementaron los niveles de 

ZWFZm, GLKEc y GALPEc en la cepa KO11 PPAL- ocasionaron una acumulación 

de piruvato (anexo B.4), el cual probablemente activó la vía de síntesis de 

fórmico y acetil-CoA, además favoreció la acumulación de fosfoenolpiruvato 

activando la vía de síntesis de succinato (Yang et la., 1999). Aunado a esto la 

acumulación de PEP provoca inhibición de enzimas glucolíticas como 

Glucocinasa, regulando de esta forma el consumo de glucosa (Ogawa et al., 

2007). En base a esto se propuso evaluar el incremento de actividad enzimática 

de PDC y ADH en la cepa homoetanologénica KO11 PPAL- para contrarrestar la 

limitación por PDC del flujo de carbono hacia etanol.  

Enzima KO11 PPAL- KO11 PPAL-/ 

pZWFZm-pvGlkGalP54 

KO11 PPAL-/ 

pZEAZm-pvGlkGalP54 

ZWF 2.91 21.76 17.3 

E-D 0.16 0.16 1.75 

PDC 0.64 0.55 0.54 

ADH 0.13 0.13 0.14 
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8.5.3 Efecto del incremento del nivel de actividad de PDCZm y 

ADHZm en KO11 PPAL- 

Para incrementar el flux de carbono hacia la producción de etanol, se 

evaluó el efecto debido al incremento en el nivel de las enzimas PDC y ADH en 

la cepa KO11 PPAL- (cepa transformante: KO11 PPAL-/pLOI510), en cultivos en 

medio mínimo M9, con 40 g/L de glucosa, condiciones no aireadas y con 100 

µM de IPTG (Anexo B.5). Las cepas KO11 y KO11 PPAL- fueron usadas como 

controles. 
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Figura 8.10. Resultados del efecto de la sobreexpresión de pdcZm y adhBZm en 
KO11 PPAL-, durante la fase de crecimiento. KO11 y KO11 PPAL- fueron los 
controles. 
  

Los resultados mostraron que un incremento de 5 veces en la actividad 

de PDC en KO11 PPAL-/pLOI510 con respecto a KO11 provocó una 
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disminución de 88 y 40% en la µ y la qS, respectivamente (Figura 8.10), 

durante la fase exponencial del cultivo, ocasionado probablemente por un bajo 

rendimiento energético y demanda de intermediarios metabólicos para 

biosíntesis en la cepa KO11 PPAL- (carga metabólica). En contraste, la 

redistribución del flux glucolítico mostró una qEtOH similar a la cepa KO11 

(Figura 8.10, anexo B.6). 

Estos resultados sugieren que en la cepa KO11 PPAL-/pLOI510 el flujo 

de carbono es dirigido principalmente a la síntesis de etanol, usando la vía de 

Entner-Doudoroff como única vía para el catabolismo de glucosa. Además, se 

produjo la mitad de biomasa en KO11 PPAL-/pLOI510 con respecto a KO11 y 

un bajo flujo de carbono hacia la producción de acetato, formato y lactato 

(Figura 8.1; anexo B.5). En consecuencia, el rendimiento de conversión de 

glucosa a etanol en medio mineral, fue incrementado de 67.5% para KO11 a 

80.9% para KO11 PPAL-/pLOI510 (Tabla 8.6).  

 

8.5.4 Análisis de la distribución de flujos de carbono 

El análisis de la distribución del flujo de carbono y el balance de 

carbono, fue estimado a partir de las velocidades volumétricas de consumo de 

glucosa y de formación de productos de fermentación, cuantificados por 

cromatografía de gases y HPLC. Los principales productos detectados fueron: 

etanol, acetato, formato y lactato. En la sección de metodología se muestra 

como se estimaron los flux de carbono (mmolc/L/h) (anexo B.6) y la 

distribución del flujo de carbono. En la figura 8.11 se muestra un esquema 

comparando la distribución de flujos de carbono hacia la sintesis de productos 

de fermentacion a partir de glucosa la glucosa consumida (considerado como el 

100% del flujo). La recuperación de carbono a partir de los productos 

cuantificados fue alrededor del 100% (Figura 8.11), mostrando la consistencia 

de los resultados obtenidos. Este análisis confirma que la  sobreexpresión de 

pdcZm y adhBZm aumenta el flujo de carbono hacia la producción de etanol y 

reduce dicho flujo hacia la producción de ácidos orgánicos, en la cepa KO11 

Neevia docConverter 5.1



RESULTADOS Y DISCUSION 
_________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 70 

PPAL-/pLOI510. Además estos resultados sugieren que el flujo de carbono en 

la cepa homoetanologénica KO11 PPAL- al igual que en KO11 está determinado 

por el nivel de la enzima PDC, como reportamos previamente, el nivel de PDCZm 

limita el flujo hacia la producción de etanol en E. coli KO11 (Huerta-Beristain et 

al., 2008).  

 

Figura 8.11. Distribución del flujo de carbono para KO11 y KO11 PPAL- y 
KO11 PPAL-/pLOI510 en fase estacionaria. Los datos de flujos de carbono 
estan dados en porcentaje, en base a las velocidades volumetricas de consumo 
de azucar y formación de productos en mmolCarbono/L/h. 
 

8.6 Efecto sobre el rendimiento de conversión de glucosa en etanol 

El bloqueo de la vía glucolítica en E. coli etanologénica ocasionó una 

reducción en el rendimiento teórico de producción de etanol a partir de glucosa 

en medio mínimo M9. Sin embargo, cuando se incrementó la actividad de PDC 
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y ADHB dicho rendimiento de conversión de glucosa a etanol respecto al 

teórico aumentó 13% en comparación con la cepa control (Tabla 8.6). Esto 

corrobora la hipótesis de que la manipulación del metabolismo central del 

carbono y/o de las vías fermentativas permite modificar la distribución de 

flujos e incrementar los rendimientos de conversión de sustratos en productos. 

En este trabajo la modulación de la expresión heteróloga de los genes 

zwf, edd y eda de la vía de Entner-Doudoroff de Z. mobilis en E. coli KO11 pgi-, 

afectó negativamente el flux de carbono a través de la vía de Entner-Doudoroff 

durante el catabolismo de glucosa hacia la formación de piruvato y etanol bajo 

condiciones no aireadas, debido probablemente a la disminución en el 

rendimiento de ATP y en la síntesis de biomasa.  

 
Tabla 8.6. Rendimiento de conversión de glucosa en etanol respecto al teórico 
en la cepa KO11 y sus derivadas. Los datos mostrados son el promedio de dos 
experimentos, con su respectivo error estándar  

Cepa % respecto al teórico 

KO11 67.5 ± 3.5 

KO11 pgi- 25.1 ± 2.2 

KO11 E35 58.0 ± 3.5 

KO11 PPAL- 74.8 ± 1.6 

KO11 PPAL-/pZWFZm-pvGlkGalP54 64.3 ± 4.2 

KO11 PPAL-/pZEAZm-pvGlkGalP54 57.0 ± 1.3 

KO11 PPAL-/pLOI510 80.9 ± 2.9 

Rendimiento de etanol a partir de glucosa con respecto al rendimiento teórico (0.51 getanol 

/gazúcar). 

Sin embargo, la cepa homoetanolgénica KO11 PPAL- obtenida a partir de la 

cepa evolucionada KO11 E35, mostró incrementos en las actividades 

enzimáticas de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (ZWF) y de la vía de Entner-

Doudoroff, con respecto a KO11. Además, un incremento en el nivel de 

piruvato descarboxilasa y alcohol deshidrogenasa en KO11 PPAL- permitieron 

obtener velocidades específicas de formación de etanol similares a las de KO11, 

pero con la mitad de masa celular y sin flujos de carbono hacia acetato, lactato 
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y formato. Incrementando el rendimiento etanol/glucosa en medio mineral. De 

esta manera se demostró que es posible obtener el mismo flujo de carbono 

usando las dos reacciones iniciales de la vías de las pentosas fosfato y la vía de 

E-D como rutas alternativas a la vía de Embder-Meyerhoff-Parnas para el 

catabolismo de glucosa a etanol en Escherichia coli. 
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9.- CONCLUSIONES 

1. El control del flux glucolítico en E. coli etanologénica KO11 está fuera de 

la vía de Embden-Meyerhoff-Parnas y se demostró que la actividad 

enzimática heteróloga de piruvato decarboxilasa limita el flux de piruvato 

hacia la formación de etanol. 

2. La carga metabólica ocasionada por transcripción de plásmidos 

multicopia en E. coli JM101 fue contrarrestada por incrementos en la 

síntesis de intermediarios metabólicos de la vía de las pentosas y 

modificaciones en las relaciones NADH/NAD+ y NADPH/NADP+. 

3. En la cepa SM14 (JM101 pgi-), el incremento de actividad de ZWFZm, 

GLKEc y GALPEc permitió la recuperación del transporte y fosforilación de 

glucosa, que junto con incrementos en la síntesis de intermediarios 

metabólicos de la vía de las pentosas y la cogeneración de NADPH y 

NADH, permiten recuperar parcialmente la velocidad específica de 

crecimiento. 

4. KO11 pgi- tiene un crecimiento marginal en condiciones de fermentación; 

sin embargo, por evolución adaptativa se obtuvo la cepa E35, la cual 

recuperó 25% la velocidad de crecimiento respecto a KO11 en 

condiciones de fermentación. No obstante, en E35 se ve favorecida la 

formación de ácidos orgánicos. 

5. En la cepa KO11 E35 el incrementó de los niveles de ZWFZm, GLKEc y 

GALPEc permitió incrementar el flujo glucolítico y el de formación de 

lactato, corroborando la limitación de PDCZm para canalizar el flujo de 

carbono hacia la producción de etanol.  

6. A partir de E35 se construyó una variante interrumpiendo las vías 

fermentativas nativas de E. coli. La cepa KO11 PPAL- (KO11 E35 ∆ack-

pta::FRT, ∆ldhA::FRT), la cual a parte de etanol, favorece la acumulación 

de piruvato, confirma que existe limitación de PDCZm para dirigir el flujo 

de carbono hacia etanol.  
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7. KO11 PPAL- produce poca biomasa debido al bajo rendimiento energético 

de ATP; resultado de la canalización del flujo de carbono principalmente 

a través de la vía de de Entner-Doudoroff y de la inactivación de síntesis 

de acetato.  

8. La sobreexpresión de pdcZm y adhZm en E. coli KO11 PPAL- permitió 

obtener una cepa homoetanologénica con flujos específicos de 

producción de etanol a niveles similares a los de KO11. 

9. En conjunto, estos resultados demostraron que es posible obtener el 

mismo flujo específico de carbono usando la vía de Entner-Doudoroff 

como ruta alterna a la vía de Embden Meyerhoff Parnas para el 

catabolismo de glucosa a etanol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neevia docConverter 5.1



PERSPECTIVAS 
_________________________________________________________________________________________________________ 

20 

10.- PERSPECTIVAS 

En cepas de E. coli usadas para la expresión de proteínas recombinantes, 

integrar en cromósoma el gen zwfZm, con el propósito de mejorar la producción 

de proteínas heterólogas y reducir  el efecto de carga metabólica. 

Integrar en el cromosoma de KO11 PPAL- una copia de los genes de zwf, 

pdc y adhB de Z. mobilis, bajo regulación de algun promotor fuerte. 

Mediante estudios de flujos metabólicos con carbono marcado y 

espectrometría de masas, confirmar que el flujo de carbono, hacia la 

producción de etanol, en la cepa KO11 PPAL- se da mayoritariamente a través 

de la vía de Entner-Doudoroff. 

Utilizar como cepa base a KO11 PPAL- y modificarla para realizar 

estudios de producción de metabolitos relacionados con la vía de las pentosas 

fosfato, Entner-Doudoroff, rutas heterólogas y vías donde se requiera una 

cantidad elevada de NADH o NADPH, tales como la de síntesis de riboflavina, 

lactato, alanina y poli-hidroxi-butirato, entre otros. 

Con las cepas KO11 E35/pZEAZm ó KO11 PPAL-/pZEAZm, evaluar una 

estrategia de cultivo donde se pueda crecer la cepa en condiciones aeróbicas y 

alcanzar una alta biomasa y después inducir la expresión de la vía de Entner-

Doudoroff en condiciones anaeróbicas, inhibiendo el flujo a través de la 

glucólisis.   
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12. ANEXOS 

Anexo A. Presentación del manuscrito 
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Abstract To analyze the effects that increased activity levels of glucose-6-phosphate 

dehydrogenase (ZWF) had on the metabolic burden effect in Escherichia coli, i.e. in the specific 

growth rate (µ) and in the NADH/NAD+ and NADPH/NADP+ ratios, strain JM101 was 

transformed with two pTrc99A derivatives. pZWFEc and pZWFZm were used to modulate the 

activity of ZWF from E. coli (ZWFEc) and Zymomonas mobilis (ZWFZm). ZWFEc and ZWFZm 

have different catalytic properties, including dissimilar affinities to reduce NADP+ and NAD+. 

The presence of plasmid pTrc99A reduced the µ by 25%, but increases in ZWFEc and ZWFZm 

activities allowed 88% and 100% recovery of the growth rate. In addition to an increase of 

precursor levels from the pentose phosphate pathway, results show that, in comparison to the 
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wild type strain, increases in the NADH/NAD+ ratio promote the increase on µ, but increases in 

the NADPH/NADP+ ratio decrease this parameter. 

Introduction 

Escherichia coli is a microbial host widely used for the overexpression of homologous and 

heterologous genes in the industrial production of proteins and metabolites. Frequently, high gene 

expression levels are obtained using multicopy plasmids and strong promoters. Plasmid size, 

plasmid copy number, promoter strength, plasmid replication, and the translation of expressed genes 

can have a variety of effects on host physiology (Birbaum and Bailey, 1991). It has been recognized 

that the introduction and expression of foreign DNA in a host organism often modifies its 

metabolism in ways that may damage normal metabolic performance (Diaz-Ricci and Hernandez, 

2000). Metabolic burden is due to an increase in the biosynthetic demand not only for precursors 

and energy for plasmid replication, but also for the synthesis and translation of plasmid-encoded 

mRNA (Glick 1995; Flores et al., 2004). Metabolic burden also induces perturbations on the 

regulatory systems of E. coli altering central metabolic pathways (Diaz-Ricci and Hernandez, 2000). 

Metabolic burden associated with plasmid replication without an encoding gene is lower when 

compared to the effect of over-expressing genes encoding a recombinant protein (Anderson et al., 

1996; Bentley 1990; Rozkov et al., 2004). The effects of metabolic burden include reduction in the 

specific growth rate, biomass yield, and the specific yield of proteins or metabolites (Birbaum and 

Bailey et al., 1991).  

Several works have been reported with the aim to counteract the effects of metabolic burden. Most 

of these studies have been related to increasing the cellular energy level; altering metabolic gene 

expression by inactivation of global regulators; amplifying the carbon flux through a metabolic 

pathway for the formation of intermediates, cofactors and energy for biosynthesis and other 
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metabolic processes (Flores et al., 2004; Ow et al., 2006), as well as modifying glucose transport 

capacities of E. coli (Chou et al., 1994). It has been widely reported that when E. coli grows 

aerobically in mineral medium, 22 to 30% of the internalized glucose is driven toward the pentose 

phosphate pathway through glucose-6-phosphate dehydrogenase; part of this carbon flux is directed 

to nucleotide, amino acid and vitamin biosynthesis (Flores et al., 2002; Kabir and Shimizu 2003). In 

this process, ribose-5-phosphate and erytrose-4-phosphate are used as precursors for nucleotide and 

aromatic amino acids, respectively. NADPH participates mostly in biosynthetic reactions and is 

mainly produced by glucose-6-phosphate dehydrogenase and 6-phosphogluconate dehydrogenase 

from the oxidative branch of the pentose phosphate pathway (Figure 1). It is known, that glucose-6-

phosphate dehydrogenase from E. coli (ZWFEc) and glucose-6-phosphate dehydrogenase from Z. 

mobilis (ZWFZm) have different catalytic properties, including dissimilar affinities for NADP+ and 

NAD+ (Csonka and Fraenkel 1977; Scopes 1997). Thus, different effects with regard to NADH/ 

NAD+ and NADPH/NADP+ ratios can be expected when overexpressing genes encoding ZWFEc or 

ZWFZm. In this study, the physiological effects of amplifying the carbon flux through the pentose 

phosphate pathway (PPP), as well as modifications in the NADPH/NADP+ and NADH/NAD+ ratios 

were evaluated by increasing the intracellular ZWF activity, either from E. coli or Z. mobilis, to 

study their effect on the metabolic burden in E. coli. 

Figure 1 

Materials and methods 

Strains and plasmids 
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Strains and plasmids used in this work are listed in Table 1. E. coli strain DH5α was used for 

plasmid propagation. For all recombinant DNA techniques, cells were grown in Luria Broth 

(LB) or LB agar plates (Sambrook et al., 1989). Ampicillin was used for selection and 

propagation of cultures at 200 and 50 mg/l, respectively. E. coli strains and plasmids used in this 

study are described in Table 1. They were obtained using the standard CaCl2 chemical method to 

generate competent cells (Sambrook et al., 1989). Stock cultures were stored in glycerol (40%) at 

-70°C. Cultures were grown aerobically in shake flasks with M9 medium supplemented with 2 

g/l of glucose. Plasmid pZWFZm was generated by cloning the zwfZm gene into the MCS of the 

pTrc99A vector. Gene zwfZm was obtained by PCR amplification using specific primers (Table 1) 

designed according to known sequences (http://www.kegg.com/). PCR reactions using genomic 

DNA as template from Z. mobilis were as follows: 1 cycle of 10 min at 95oC, 30 cycles of 1 min 

at 95oC, 1 min at 55oC, 3 min at 68oC, and 1 cycle of 10 min at 68oC. The DNA fragment 

obtained by PCR (1.49 kb) was digested with NcoI, purified and cloned in the NcoI site of 

pTrc99A obtaining the pZWFZm plasmid (5.65 kb). Gene zwfEc is also under the control of the trc 

promoter of the pTrc99A vector (Table 1; Flores et al., 2004). 

Table 1 

Culture media and growth conditions 

Working strains were transferred from glycerol stocks to LB solid medium without antibiotics 

for JM101, and with ampicillin (50 mg/l) for JM101 containing pTrc99A derivatives. Inocula 

were grown overnight in shake flasks (37oC, 300 rpm) in mineral M9 medium (Sambrook et al., 

1989) supplemented with 2 g/l glucose. M9 contains per liter: 6 g Na2HPO4, 3 g KH2PO4, 1 g 

NH4Cl and 0.5 g NaCl. The following components were sterilized by filtration and then added to 

the above mixture (per liter of final medium): 1 ml 1 M MgSO4
.7H2O, 1 ml 0.1 M CaCl2, 1 ml 
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thiamine hydrochloride (1 mg/ml). Batch cultures were grown in 250 ml shake flasks (37oC, 300 

rpm) containing 50 ml of mineral M9 medium, 50 mg/l ampicillin and different isopropyl-β-D-

thiogalactopyranoside (IPTG) concentrations. Cultures were started from exponential phase 

growing inocula (OD600 nm ~ 1.0 = 0.37 g/l); test cultures were initiated by adding cells to an 

initial OD600nm = 0.05. All cultures were carried out in triplicate; averages and standard errors are 

shown in plots. 

 

Analytical techniques 

 

Samples were periodically taken from cultures to measure their optical density at 600 nm, 

whereas cell mass was calculated using a previously determined conversion factor of 1 OD600 = 

0.37 g/l dry cell weight. Specific growth rate determinations were calculated as the slope of 

linear regressions of the logarithm of dry cell mass weight (gDCW/l) vs time during the 

exponential growth phase of the cultures. Samples for enzymatic activity determination were 

prepared from cells growing in the exponential phase (6 h culture elapsed time), harvested by 

centrifugation (10,000 x g, 10 min), washed twice with 100 mM Tris-HCl (pH 7.0) containing 20 

mM KCl, 5 mM MnSO4, 2 mM DTT and 0.1 mM EDTA, dissolved in the same buffer and 

disrupted by sonication (four 15-s pulses in a cold bath; Ultrasonic Disrupter, Soniprep 150). 

Cell debris was removed by centrifugation (10,000 x g, 10 min, 4oC); the resulting crude cell 

extracts were immediately used for determination of enzymatic activities or stored at -20 oC. 

ZWF specific activity was determined spectrophotometrically (Biomate 5, ThermoSpectronic, 

NY); coupling reactions to NADP+ and NAD+ reduction (extinction coefficient of 6.22 cm-1 mM-
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1) at 340 nm and 30ºC (Peng and Shimizu, 2003). Enzymatic activities are reported as 

international units (IU) per milligram of protein. Protein concentrations were measured using the 

Bradford assay. All determinations were performed in triplicate. 

Quantification of NAD+, NADP+, NADH and NADPH was carried out with a modification of 

the method reported by Bergmeyer (1985). Briefly, 2 ml of bacterial suspension were taken with 

a pipette and immersed either in 1 ml 0.3 N HCl to extract NAD+ and NADP+, or in 1 ml 0.3 N 

KOH to extract NADH and NADPH. Alkaline extracts were supplemented with 10 mg/ml CuCl 

to precipitate interfering thiols. Before assaying nucleotides, extracts were neutralized by the 

addition of either 0.3 N Triethanolamine-HCl to the alkaline extract or 0.3 N KOH to the acid 

extract (Lilius et al., 1979). Nucleotides were quantified spectrophotometrically (Biomate 5, 

ThermoSpectronic, NY); coupling reactions to NAD+ and NADP+ reduction or NADH and 

NADPH oxidation (extinction coefficient of 6.22 cm-1 mM-1) at 340 nm and 30ºC. The oxidation 

of NADH was catalyzed with lactate dehydrogenase (LDH), and the one for NADPH with 

glutamate dehydrogenase. NAD+ and NADP+ were quantified by the change into their respective 

reduced forms. These quantifications were carried out by coupling the reactions with alcohol 

dehydrogenase (ADH) and glucose-6-phosphate dehydrogenase (ZWF) enzymes, respectively. 

The assay conditions were: wavelength 340 nm, temperature 30 ºC, and light path 10 mm. 

 

Results 

To analyze the effects that increased activity levels of glucose-6-phosphate dehydrogenase (ZWF) 

had on the metabolic burden effect in E. coli, i.e. in the specific growth rate (µ) and in the 

NADH/NAD+ and NADPH/NADP+ ratios, strain JM101 was transformed with three different 

multicopy plasmids containing the same promoter: pTrc99A, pZWFEc and pZWFZm (Table 1). 
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Growth rate recovery of JM101 by increasing the ZWFEc or ZWFZm level 

 

To test whether the negative effect of the metabolic burden on the specific growth rate (µ) could be 

counteracted by increases in the ZWFEc or ZWFZm activity, the overexpression of zwfEc or zwfZm was 

evaluated. JM101/pTrc99A showed a µ of 0.54 h-1, whereas for JM101 the µ was 0.66 h-1 (Figure 

2A). These results indicate that the presence of plasmid pTrc99A causes a detectable metabolic 

burden effect, manifested as an 18% reduction in µ. JM101/pZWFEc without IPTG induction 

showed a higher reduction in growth rate (µ = 0.49 h-1) in comparison with JM101 and 

JM101/pTrc99A (Figure 2A). The induction of the cloned zwfEc gene in JM101/pZWFEc with 1 µM 

IPTG increased the growth rate to 0.52 h-1 and to 0.58 h-1 with 10 µM IPTG (Figure 2A). In this 

case, the ZWF specific activity level in JM101/pZWFEc was enhanced from 6.23 to 59.55 IU·mg 

protein-1 (Figure 2B). Further increments in induction with 30 and 100 µM IPTG produce a higher 

enhancement in specific activity, but µ was lower than values found with 10 µM (Figure 2A and 

2B). 

Figure 2 

Table 2 shows that ZWFZm has at least one order of magnitude higher affinity for NAD+ than 

ZWFEc, hence we propose that the expression of zwfZm can increase the NADH level in an upper 

degree than ZWFEc, and a higher energetic yield can be expected, causing the relief of the metabolic 

burden effect. 

Table 2 
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A reduction in µ was also observed in strain JM101/pZWFZm in the absence of IPTG when 

compared to strain JM101/pTrc99A. This result indicates a basal level of expression of gene zwfZm 

that affects the growth rate of JM101/pZWFZm (Figure 3A). Nevertheless, when the expression of 

zwfZm was induced, the specific growth rate with 1 µM IPTG increased to 0.55 h-1 and to 0.64 h-1 

with 100 µM IPTG (Figure 3A). In this case the ZWFZm specific activity increased from 0.63 to 5.22 

IU·mg protein-1 (Figure 3B), reaching the same specific growth rate than the wild type strain without 

metabolic load. Consequently, the negative effect on µ of the metabolic burden was counteracted to 

a higher degree by increasing the ZWFZm specific activity level than the ZWFEc. 

Figure 3 

The role of the reducing power turnover in the growth rate recovery of JM101/pZWFEc and 

JM101/pZWFZm 

 

NADH/NAD+ and NADPH/NADP+ ratios were measured to determine the effect of increasing 

ZWFEc or ZWFZm activities on the synthesis capacity of those two cofactors. In these experiments, 

10 and 100 µM IPTG concentrations were used to induce cloned zwf genes, i.e. levels for which the 

maximal growth rate recovery was observed for zwfEc and zwfZm, respectively.  

The increase in ZWFEc and ZWFZm specific activity levels provoked an increase (2.18 and 2.28-fold, 

respectively) of the NADH/NAD+ ratio with respect the control strains (JM101 and 

JM101/pTrc99A) (Figure 4A). It is noteworthy that in strains JM101/pZWFEc and JM101/pZWFZm 

without induction, the NADH/NAD+ ratio was similar than in the wild type and control strains 

containing pTrc99A.  

Figure 4 
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Interestingly the NADPH/NADP+ ratio increased 3.1-fold in JM101/pTrc99A when compared with 

the wild type strain without plasmid. This results correlates with the decrease observed in the growth 

rate (see Figure 2 and 3). In comparison with JM101/pTrc99A, escape transcription of ZWFEc (0 

µM IPTG) increased the specific activity levels (Figure 2B), causing an increase in the 

NADPH/NADP+ ratio (Figure. 4B), and intensify the reduction in µ (Figure 2A). When ZWFEc was 

induced with 10 µM IPTG the NADPH/NADP+ ratio was similar to that found in JM101/pTrc99A.  

A different behavior was obtained whit JM101/pZWFZm. In comparison with JM101/pTrc99A, no 

increase in specific activity levels where found when ZWFZm was not induced (0 µM IPTG; Figure 

3B), accordingly µ did not change (Figure 3A), but there was a decrease in the NADPH/NADP+ 

ratio (Figure. 4B). When ZWFZm was induced with 100 µM IPTG the NADPH/NADP+ ratio was 

similar to that found in the wild type strain without plasmid, i.e. one third lower than with 

JM101/pTrc99A, ZWF activity increased and µ value was similar to the one shown by JM101 

without plasmid (Figure 3). These results show that in comparison to the wild type strain, increases 

in the NADH/NAD+ ratio promote the increase in the specific growth rate and an increase on the 

NADPH/NADP+ ratio decrease this parameter. 

 

Discussion 

 

The reduction in growth rate is a common response in E. coli when it is transformed with multicopy 

plasmids expressing cloned genes. This behavior may be a consequence of the metabolic burden due 

to the extra biosynthetic demands for plasmid DNA synthesis, gene expression and translation, or 

perturbations to the E. coli regulatory system affecting central metabolic pathways (Diaz-Ricci and 

Hernandez 2000). As shown by Flores et al (2004), the overexpression of E. coli zwf in JM101 
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resulted in partial recovery of growth rate. In the present work, we observed that both 

JM101/pZWFEc and JM101/pZWFZm without IPTG induction of the cloned zwf genes showed a 

reduction in growth rate in comparison to JM101/pTrc99A. Partial growth rate recovery was 

observed when the homologous ZWF specific activity level in JM101/pZWFEc increased 9 times 

(Figure 2B). These results suggest that increases in ZWFEc activity augments the carbon flow 

through the oxidative branch of the pentose phosphate pathway, thereby increasing cofactor and 

building block availability, such as NADPH, R-5-P, and E-4-P (Figure 1). A similar effect was also 

observed in a recent work, where FruR transcriptional regulator inactivation in plasmid-bearing E. 

coli resulted in partial recovery of growth rate (Ow et al., 2007). These authors attributed this 

response to an increase in the flux, pointing towards elevated biosynthetic activity, while several 

enzymes involved in transcriptional and translational processes were upregulated. 

The total recovery of growth rate was observed when the ZWF specific activity level in 

JM101/pZWFZm increased ca. 8-times, from 0.63 to 5.22 IU·mg protein-1. This value is eleven-fold 

lower than the ZWF specific activity observed with JM101/pZWFEc to attain partial growth 

recovery. Thereby, we hypothesize that this limitation could be explained by variations in the 

reducing power turnover due to the catalytic properties of the different ZWF enzymes used in this 

work. It is also probable that multicopy plasmid-bearing cells have NADH limitation.  

Our results with JM101/pZWFZm are in accordance with the recent work reported by Ramon et al. 

(2007), who reported that the cellular stress response to heterologous protein overexpression and 

secretion is interconnected with the energetic state of the cells. NADPH and NADH are the major 

reducing power agents in E. coli. NADPH is mostly produced in the pentose phosphate pathway as a 

cofactor and its generation is associated with anabolic reactions, whereas the generation of NADH is 

related to catabolic and energy-yielding reactions. Also, it has been observed that an increase in 
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NADH turnover due to overproduction of NADH oxidase leads to 70% increase in glucose uptake 

and a reduction in intracellular redox (Vemuri et al., 2006). In the same study, it was shown that E. 

coli responds by inducing genes involved in the TCA cycle and PDH complex, i.e. pathways that 

synthesize NADH and generate CO2. Additionally, once the enzymes levels are no longer limiting, 

cofactor availability and/or the NADH/NAD+ ratio may become limiting (Berríos-Rivera et al., 

2002). In our study, the NADH/NAD+ ratios in JM101/pZWFEc and JM101/pZWFZm were similar, 

indicating that the induction of both zwf increased the availability of NADH, and likely ATP 

production. It was found that the NADPH/NADP+ levels were reduced when ZWFEc and ZWFZm 

activity levels were increased; this ratio was higher in JM101/pZWFEc than in JM101/pTrc99A and 

JM101 control strains. These results suggest that the growth rate did not completely recover in this 

construction probably because of the increased NADPH level. However, the NADPH/NADP+ levels 

were lower when zwfZm was induced; the actual value when µ was entirely recovered was as low as 

the one obtained in the wild type strain. Probably the excess in NADPH hinders cell growth, mainly 

due to the inhibition of citrate synthase in the TCA cycle (Lim et al., 2002). The inhibition of 

cellular growth rate due to an excess of NADPH has also been observed in a phosphoglucose 

isomerase E. coli mutant (Canonaco et al., 2001).  

 

Conclusion 

 

The metabolic burden originated by multicopy plasmid expression in E. coli was alleviated by 

the enhanced expression of the heterologous zwfZm gene, which probably caused an increase of 

precursor levels from the pentose phosphate pathway. These precursors are necessary for the 

biosynthesis of plasmid DNA, plasmid mRNA and encoded proteins. Remarkably, the enhanced 
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expression of the zwfZm gene augmented the NADH/NAD+ ratio and likely ATP production, but 

allow to kept the NADPH/NADP+ ratio at similar values encountered in the untransformed 

strain, indicating that higher ratios hinders the cell growth. 
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Table 1 Strains, plasmids and primers used in this work 

 Relevant genotype References 

Strain 

JM101 

DH5α 

 

F´ traD36 proA+ proB+ lacIq lacZ∆M15/supE, thi, ∆(lac-proAB) 

F- φ80dlacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)U169 deoR recA1 endA1 

hsdR17(rk- mk+) phoA supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1 

 

Laboratory stock 

Laboratory stock 

Plasmids 

pTrc99A 

pZWFEc 

pZWFZm 

 

pKK233-2 derived multicopy plasmid with MCS 

pTrc99A carrying the E. coli zwf gene  

pTrc99A carrying the Z. mobilis zwf gene. 

 

Amann et al., 1988 

Flores et al., 2004 

This study 

Primer 

zwfZm 5´ 

zwfZm 3´ 

Sequence 

5´ GCG GCC ATG GCA AAT ACC GTT TCG ACG ATG 3´ 

5´ CGC GGT ACC GTT GAA TGC AGA TCA GTC ATA CCA 3´ 

 

This work 

This work 

Underlined sequence in oligonucleotides indicates NcoI site for cloning in pTrc99A 
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Table 2 Affinity constants for ZWF variants used in this work.  

ZWF source 

(References) 

Km values 

(mM) 

Escherichia coli 

(Csonka and Fraenkel 

1977) 

NADP+        0.015 

NAD+        1.70 

G-6-P        0.07 

Zymomonas mobilis 

(Scopes 1997) 

NADP+     0.013 

NAD+       0.105 

G-6-P       0.40 

Neevia docConverter 5.1



ANEXOS 
_________________________________________________________________________________________________________ 

 101 

Figure legends 

Fig. 1 Carbon metabolism central pathways from the upper section of glycolysis. Square 

indicates overexpressed genes. Two molecules of NADPH are produced per one molecule of 

glucose-6-phosphate that passes through the pentose phosphate pathway. Purine or pyrimidine 

nucleotides are synthesized from R-5-P. Abbreviations: 6-PG, 6-phosphogluconate; ABP, 

aromatic biosynthesis pathway; DHAP, dihydroxyacetone phosphate; E-4-P, erytrose-4-

phosphate; F-6-P, fructose-6-phosphate; F-1,6-DP, fructose-1-6-diphosphate; G-3-P, 

glyceraldehyde-3-phosphate; His, histidine metabolism; OAA, oxalacetate; PEP, 

phosphoenolpyruvate; PTS, phosphoenolpyruvate carbohydrate phosphotransferase system; Pur, 

purine metabolism; Pym, pyrimidine metabolism; PYR, pyruvate; R-5-P, ribose-5-phosphate. 

Fig. 2 Growth rate (A) and ZWF specific activity (B) values in JM101 cultures transformed with 

the multicopy plasmid pZWFEc. JM101 and JM101/pTrc99A were used as control strains. 

Fig. 3 Growth rate (A) and ZWF specific activity (B) values in JM101 cultures transformed with 

the multicopy plasmid pZWFZm. JM101 and JM101/pTrc99A were used as control strains. 

Fig. 4 Nicotinamide adenine dinucleotide ratios in strain E. coli JM101 and transformant 

derivatives. JM101 and JM101/pTrc99A were used as control strains. 
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Fig. 1 
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Fig 2. 
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Fig. 3 

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7
A

S
pe

ci
fic

 g
ro

w
th

 r
at

e 
(h

-1
)

0 1 2 5 10 30 100
0

1

2

3

4

5

JM101/pZWF ZmJM101 JM101/pTrc99A

B

IPTG (µµµµM)

ZW
F

sp
ec

ifi
c 

ac
tiv

ity
(IU

/m
g

P
R

O
T
)

 

Neevia docConverter 5.1



ANEXOS 
_________________________________________________________________________________________________________ 

 105 

Fig. 4 
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Anexo B. Cinéticas de crecimiento, consumo de azúcar, producción 

de etanol y ácidos orgánicos. 

En esta sección se presentan las cinéticas de todos los experimentos 

reportados. Los datos incluidos son: formación de biomasa, consumo de 

glucosa, producción de etanol y producción de ácidos orgánicos. En todos los 

casos los datos que se presentan están corregidos por dilución por la base 

adicionada a los cultivos. En cada corrida se incluía un experimento control 

con KO11 y/o KO11 pgi-, y los experimentos con la construcción a evaluar se 

llevaron a cabo, en la todos los casos, por duplicado. 
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Anexo B.1. Cinéticas de producción de biomasa, consumo de glucosa y 

producción de etanol, acético, fórmico y láctico. �, KO11 pgi-;�, KO11 pgi- 

E35;�, KO11 E35/pZWFZm-pvGlkGalP54;�, KO11 E35/pZEAZm-pvGlkGalP54 

en las cepas transformantes la transcripción de los plásmidos fue inducida con 

50 µM de IPTG. 
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Anexo B.2. Cinética de consumo de glucosa, producción de biomasa, de etanol 

y de ácidos orgánicos (acético, láctico y fórmico) para las cepas: A) KO11, B) 

KO11 pgi-, C) KO11 E35. Símbolos: g, Biomasa; ●, Glucosa; ▲, Etanol; □ , 

Acetato; ○, Lactato; △, Formato. 
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Anexo B.3. Cinéticas de producción de biomasa, de consumo de glucosa, de 

producción de etanol y de ácidos orgánicos. En las cepas transformantes, la 

transcripción de los plásmidos fue inducida con 50 µM de IPTG. � KO11 E35; 

� KO11 PAPL-; � KO11 PAPL-/pZWFZm-pvGlkGalP54; � KO11 PAPL-/pZEAZm-

pvGlkGalP54.  
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Anexo B.4. Cinéticas de producción de ácidos orgánicos. En las cepas 

transformantes, la transcripción de los plásmidos fue inducida con 50 µM de 

IPTG. � KO11 E35; � KO11 PAPL-; � KO11 PAPL-/pZWFZm-pvGlkGalP54; � 

KO11 PAPL-/pZEAZm-pvGlkGalP54. 
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Anexo B.5. Cinética de producción de biomasa, de consumo de glucosa, de 

producción de etanol y de ácidos orgánicos en las cepas A) KO11 PPAL-, B) 

KO11 PPAL-/pLOI510. Símbolos: g, Biomasa; ●, Glucosa; ▲, Etanol; □ , 

Acetato; ○, Lactato; △, Formato. 
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Anexo B.6. Distribución de los flujos de carbono de E. coli KO11 PPAL- y KO11 

PPAL-/pLOI510, en comparación con KO11, la cepa control. 

Cepa 

 

Azúcar 

consumida  

Flujo hacia productos  

Etanol         Acético         Láctico        Fórmico 

Fase de crecimiento 

Velocidades específicasa 

     

KO11  173 ± 22 51 ± 5 25 ± 0 10.3 ± 0 18.3 ± 0 

KO11 PPAL 51 ± 7 23.2 ± 0.7 3.8 ± 0 0  0.2 ± 0 

KO11 PPAL/pLOI510 135 ± 29 48.4 ± 0.8 1.1 ± 0.06 0  0 ± 0 

Velocidades volumétricasb      

KO11  38.6 ± 0.2 27.4 ± 1.2 2.5 ± 0.0 1.4 ± 0.0 5.5 ± 0.0 

KO11 PPAL 9.6 ± 0.4 7.2 ± 0.4 0.28 ± 0.06 0.02 ± 0.0  1.3 ± 0.1 

KO11 PPAL/pLOI510 9.2 ± 0.0 6.7 ± 0.1 0.18 ± 0.0 0.01± 0.0   0.5 ± 0.0 

a Todos los valores están en mmolC/gDCW h-1. 

b Velocidades volumétricas de consumo o de formación de productos 

(mmolC/L/h). 
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Anexo C. Ensayos enzimáticos 

Preparación de los extractos celulares. 

A partir de un cultivo en crecimiento exponencial, la cantidad de células 

fueron ajustadas aproximadamente a una DO600 entre 0.9 –1.1 y cosechadas 

en tubos eppendorf (de 1.5 ml). Las células fueron cosechadas por 

centrifugación a 12,000 rpm durante 5 min,  lavadas dos veces con 100 mM 

Tris-HCl (pH 7.0) conteniendo 20 mM KCl, 5 mM MnSO4, 2 mM DTT y 0.1 mM 

EDTA. Después las células se resuspendieron en el mismo amortiguador y 

fueron rotas por sonicación. Los restos celulares fueron separados por 

centrifugación, y los extratos celulares fueron usados inmediatamente para los 

ensayos de actividad enzimática o almacenados a -20°C. 

Todos los ensayos fueron desarrollados a 30°C, monitoreando la 

velocidad de reacción espectrofotométricamente a 340 nm, con una celda de 1 

cm y a pH especifico para cada ensayo. 

 

A.- Fosfoglucosa isomerasa (EC 5.3.1.9). 

Reacción: 

                      PGI                                     ZWF 

 Fructosa-6-P          Glucosa-6-P + NADP+         6-fosfogluconolactona + NADPH 

Mezcla de reacción: 

MgCl2 6H2O 5 mM, NADP+ 0.5 mM, ZWF 1 U, Fructosa-6-fosfato 2 mM. 

Amortiguador para el ensayo enzimático: Tris-HCl a pH 7.8 

 

B.- Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.49). 

Reacción: 

                                      ZWF        

Glucosa-6-P + NADP+                    6-fosfogluconolactona + NADPH                                                          

Mezcla de reacción:  

MgCl2�6H2O 6 mM, NADP+ 1 mM, DTT 1 mM, Glucosa-6-fosfato 2 mM, 

Amortiguador para el ensayo enzimático: Tris-HCl a pH 7.5 
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*En la mezcla de reacción se coloca en último lugar el Glucosa-6-fosfato, ya 

que este reactivo es el que inicia la reacción (Peng y Shimizu, 2003). 

 

C.- Via de Entner-Doudoroff 

Reacción: 

                                                     EDD 

                    Gluconato-6-fosfato              2-ceto-3-deoxi-6-fosfogluconato                                                                                                                           

                                                     EDA 

 2-ceto-3-deoxi-6-fosfogluconato               Gliceraldehido-3-fosfato + Piruvato 

                                                     LDH 

                       Piruvato + NADH                Lactato +  NAD+   

Mezcla de reacción: 

MgSO4 7H2O 10 mM, 6-Fosfogluconato 5 mM, NADH+ 0.5 mM, LDH 10 U. 

Amortiguador para el ensayo enzimático: 0.1 M Tris pH 7.2. 

 

D.- Piruvato decarboxilasa heteróloga de Z. mobilis (EC 4.1.1.1) 

Reacción:  

PDC 

                                   Piruvato                         Acetaldehído + CO2 

ADH 

         Acetaldehído + NADH + H+                         NAD+ + Etanol 

Mezcla de reacción:  

NADH+ 0.15 mM, Pirofosfato de tiamina (TPP) 0.1 mM, Piruvato 5.0 mM, ADH 

10 U.  

Amortiguador para el ensayo enzimático: MES 50 mM-MgCl2 5 mM, pH 6.5  

 

E).- Alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.1). 

Reacción:  

                            ADH 

NAD+ + Etanol                         Acetaldehído + NADH + H+         
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Mezcla de reacción: 

Etanol 10 mM, NAD+ 1 mM 

Amortiguador para el ensayo enzimático: Tris-HCl 0.03 M pH 8.5 

 

F).- Acetato cinasa (EC 2.7.2.1). 

Reacción: 

                         ACK                      PTA                      LDH                                                                 

    Acetato                Acetil-P               Piruvato                  Lactato           

                                                                     PYK 

                                                     Fosfoenolpiruvato 

Mezcla de reacción: 

Acetato de potasio 0.8 M, KCl 0.2 M, MgCl2 6H2O 4 mM, ATP 4 mM, NADH+ 0.4 

mM, Fosfoenolpiruvato 1.6 mM, Piruvato cinasa 4 U,  LDH 55 U. 

Amortiguador para el ensayo enzimático: Tris-HCl 0.1 M pH 7.4 

 

G).- Fosfotransacetilasa (EC 2.3.1.8). 

Reacción: 

         MDH                                                   CS                        

Malato               Oxalacetato + NAD                 citrato +  CoA       

                             PTA 

CoA + Acetil-P                   Acetyl-CoA + Pi 

Mezcla de reacción:  

CoA 0.2mM, NH4Cl 30mM, DTT 1mM, NAD+ 1mM, L-Malato 5 mM, acetil-P 2 

mM, Malato deshidrogenada 20 U, Citrato sintetasa 4 U.  

Amortiguador para el ensayo enzimático: Tris-HCl 0.1 M pH 7.8 

 

H).- Piruvato formato liasa (EC 2.3.1.54).  

Reacción:  

                        PFL                                    CST                                                   MDH  

Piruvato           Acetil-CoA          Oxalacetato + NAD+            Malato + NADH +H           

Neevia docConverter 5.1



ANEXOS 
_________________________________________________________________________________________________________ 

 116 

Mezcla de reacción:  

NAD+ 1 mM, CoA  0.2 mM, L-Malato 5 mM, Citrato sintasa 4 U, Malato 

deshidrogenasa  20 U, Piruvato  de sodio 50 mM 

Amortiguador para el ensayo enzimático: Tris-HCl 0.1 M pH 6.5 

 

I).- Lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.28).  

Reacción:  

LDH 

Piruvato + NADH + H+                            L – Lactato + NAD+ 

Mezcla de reacción:  

NADH 0.13 mM, Piruvato 0.6 mM. 

Amortiguador para el ensayo enzimático: KH2PO4 0.1M pH 7.0 

 

DEFINICION DE UNIDAD:  

Cantidad de enzima que convierte 1 mmol de sustrato a producto en 1 min a 

temperatura y pH específico.  

 

CALCULOS:  

Actividad volumétrica: 

UENZIMA/ ml = [(∆ A340nm / min) (1ml)] / [(6.22)(VEC)].  

6.22 cm-1�mM-1 = coeficiente de extinción milimolar de NADPH a 340 nm (Peng 

y Shimizu, 2003). 

VEC=  Volumen del extracto celular empleado, (0.05 o 0.1 ml). 

Actividad específica: 

UI / mgproteína = (actividad volumétrica UI / ml) / (mgproteína / ml) 

 

La proteína fue determinada por el método de Bradford. 
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