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RESUMEN

1.-RESUMEN

La ingenieria metabdlica en bacterias se emplea para incrementar el flujo
metabolico o la productividad de metabolitos de interés, usando estrategias
como: la sobreexpresion de genes especificos, redirigiendo el flujo de carbono
hacia vias deseadas o inactivando otras. Como primera etapa, en este trabajo,
E. coli etanologénica fue modificada metabodlicamente 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 encontré que la via
heterdloga de formacion 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 homologos y heterdlogos, con el objetivo de incrementar la
produccion de proteinas y metabolitos especificos usando plasmidos
multicopia. Estas estrategias reducen la velocidad especifica de crecimiento (u)
como consecuencia de un fendmeno de carga metabdlica: incremento en la
demanda de nucleodtidos, energia e intermediarios de sintesis de aminoacidos.
En este trabajo encontramos que la reduccion en p en E. coli es contrarrestada
mediante incrementos de la actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de
Zymomonas mobilis (ZWFzn), debido a que ocasiona un aumento de precursores
metabolicos a partir de la via de las pentosas fosfato, un mayor nivel en la
relacion NADH/NAD* y se evita el incremento en la relacion NADPH/NADP*. En
una cepa interrumpida en la glucodlisis, en el gene que codifica para la
fosfoglucosa isomerasa (E. coli JM101 pgi), la p también se ve afectada
drasticamente. De igual forma, la expresion simultanea de un transportador
inespecifico de galactosa-glucosa (galP) y la glucocinasa (glk), junto con zwfzm
permitio recuperar la velocidad de crecimiento en un 67% con respecto a la
cepa silvestre sin inactivacion en pgr.

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

adhB cat, Afrd), se modifico su metabolismo para evaluar la redistribucion del
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flujo de carbono a través de la via de Entner-Doudoroff (E-D) hacia la
produccion de etanol. Se uso una mutante en pgi (KO11 pgi). KO11 pgi no
crece en medio mineral-glucosa bajo condiciones no aireadas y por evolucion
metabolica de KO11 pgi se obtuvo una cepa capaz de crecer bajo condiciones
no aireadas, llamada KO11 E35. Esta cepa mostré un incremento del flujo de
carbono a través de las primeras dos reacciones de la via de las PP y E-D;
debido a incrementos de las actividades enzimaticas de estas vias. Esto
permitio una recuperacion parcial de la formacion de la biomasa, velocidad
especifica de consumo de glucosa (qs) y de produccion de etanol (qgton),
ademas, los flujos de formacion de acetato, formato y lactato incrementaron de
2 a 3 veces, en comparacion con KO11. La sobreexpresion simultanea de galP y
glk, junto con zwf de Z. mobilis en KO11 E35, increment6 ligeramente la qs y
getoH 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 generd 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. Ademas, un incremento en el nivel de piruvato descarboxilasa y alcohol
deshidrogenasa en KO11 PPAL- permitieron obtener velocidades especificas de
formacion 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

via de E-D como ruta alternativa a la via 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 (u) 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 u, 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 pgri), p is also drastically impaired. Also, simultaneos expression of
the homologous unspecific galactose-glucose transporter (galP), the
glucokinase (glk), and the heterologous zwfzn from Z. mobilis in JM101 pgt
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, Afrd); 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 (qeton) 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 gqs and
geton 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 Ildh 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 INTRODUCCION

3.1 Importancia de la produccion de etanol

El agotamiento del petrdoleo y de otros combustibles féosiles plantea la
necesidad de desarrollar alternativas para la obtencion de combustibles
renovables. Una alternativa atractiva para el esquema nacional y de otros
paises, es la produccion de etanol carburante a partir de residuos
agroindustriales, evitando asi la competencia con sustratos que se utilizan
como alimento para humanos y animales. Para lograr la conversion de todos
los aztcares presentes en estos residuos, es necesario modificar cepas de
levaduras o bacterias por técnicas de ADN recombinante. Asi mismo, es
importante llevar a cabo estudios que permitan entender el funcionamiento de
la célula con el fin de lograr rendimientos elevados de conversion y con
velocidades volumétricas y especificas de produccion de etanol que sean

compatibles con esquemas de produccion a escala comercial.

3.2 Ingenieria Metabolica

En los ultimos anos el empleo de la tecnologia del ADN recombinante y el
analisis sistematico de datos biologicos han aumentado considerablemente,
dando lugar a la ingenieria de vias metabolicas (IVM), la cual se puede definir
como la modificacion y/o introduccion de nuevas reacciones bioquimicas para
el mejoramiento directo de propiedades celulares mediante tecnologia de ADN
recombinante (Stephanopoulos 1998; Stephanopoulos 1999; Bailey 1991;
Nielsen 2001). La IVM hace uso de herramientas metodologicas para
cuantificar flujos metabolicos, concentracion de intermediarios metabolicos y
productos.

Entre los propositos de la IVM se encuentran: reestructurar o crear redes
metabdlicas, alterar la distribucion de flujos de carbono y amplificar, inhibir,
eliminar, transferir o desregular genes o enzimas. Sus principales aplicaciones
son: mejorar rendimientos de formacién de productos (cantidad de producto

producido a partir de una cantidad de azucar determinada), extender el
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intervalo tanto de sustratos metabolizables, como de productos, complementar
vias, obtener productos nuevos en la célula huésped, dirigir y aumentar o
reducir el flujo hacia una ramificacion deseada y mejorar productividades
(fluxes = velocidades especificas de formacion de productos por gramo de
células en un tiempo determinado). Finalmente, la IVM es multidisciplinaria, e
involucra a la ingenieria bioquimica, genética, biologia molecular, bioquimica,

fisiologia y quimica analitica, 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 sintesis de macromoléculas, energia y de reciclar cofactores (Bock y
Sawers 1996; Fraenkel 1996). De tal forma que la modificacion o inactivacion
de una actividad enzimatica en el metabolismo central puede llevar a cambios
importantes en la fisiologia celular, tales como la distribucion de flyjos,
regulacion, niveles de metabolitos intermediarios y actividades enzimaticas. El
metabolismo central de carbono se divide en diferentes vias metabdlicas (Fig.
3.1):

1. La via glucolitica o de Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP), convierte la
glucosa-6-fosfato a piruvato y precursores de aminoacidos, generando ATP y
NADH.

2. La via de las pentosas fosfato (PP), donde la glucosa es convertida en
gliceraldehido-3-fosfato, fructosa-6-fosfato, COg, precursores de
aminoacidos y nucleotidos, generando NADPH.

3. El ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) que oxida acetil-CoA a
precursores de aminoacidos y CO2, generando FADH2, NADPH y GTP.

4. Vias accesorias como la del glioxal y anapleroticas.

5. La via de Entner-Doudoroff (E-D) que produce piruvato y gliceraldehido-3-
fosfato, generando NADPH.

Las herramientas clasicas de estudio, en lo referente al metabolismo

central se sustentan en la modulacion de la actividad especifica de algun(os)
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gen(es) relacionados con una via metabdlica en particular, a través de la
regulacion o modificacion de las propiedades genéticas del gen en particular o
de genes relacionados con el proceso de utilizacion o produccion del metabolito
de interés, asi como en la utilizacion de enzimas modificadas. En ciertos casos
la interrupcion de la expresion de cierto gen o grupo de genes ha tenido éxito
en el estudio de su papel en el metabolismo y la fisiologia del sistema biologico,
en particular en bacterias. Estudios metabdlicos 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 vias metabdlicas alternativas (Hua et al., 2003).

3.4 Planteamiento de modificacion del metabolismo central para
incrementar el flujo de carbono hacia la formacion 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 especifica de formacion de etanol (Sprenger 1996; Panesar et
al., 2006). Una caracteristica relevante de esta bacteria es que usa la ruta de
Entner-Doudoroff (E-D) como via para el catabolismo de la glucosa (Conway
1992). El rendimiento neto de ATP de esta via es de un mol de ATP por mol de
glucosa catabolizada (Figura 3.1). Este bajo rendimiento energético ocasiona
que la formacion de células sea baja y para contender con el bajo nivel
energético la glucosa es catabolizada a un alto flux glucolitico hacia la
formacion de etanol (Arfman et al 1992; Panesar et al., 2006). Por lo tanto, en
este trabajo postulamos que es posible que la sobre-expresion de los genes zwf,
edd y eda de la via de Entner-Doudoroff de Z. mobilis o la activacion de la via
de E-D nativa en E. coli, conjuntamente con la inactivacion de pgi, incremente
los niveles de intermediarios metabdlicos y actividades enzimaticas de esta via,
esto ocasionaria la canalizacion de la mayor parte del flujo de carbono a través
de la via de Entner-Doudoroff para el catabolismo de glucosa en E. coli,

produciendo una disminucion en el rendimiento de ATP y en la sintesis de
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biomasa. En consecuencia, se incrementaria el flux de carbono hacia la

formacion de piruvato y etanol en E. KO11 pgi bajo condiciones no aireadas.
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Figura 3.1. Vias del metabolismo central de E. coli. Via de Embden-Meyerhoff-Parnas, de las
Pentosas fosfato, de Entner-Doudoroff, de acidos tricarboxilicos y del glioxalato. Las lineas
gruesas representan la via heterologa de sintesis de etanol, presente en E. coli KO11
Abreviaturas: Indicadas en la seccion de nomenclatura (pag. XI y XII).
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Como primera parte, se propuso analizar que pasos de la glucdlisis y de
vias fermentativas podrian estar controlando el flujo de carbono (en este caso
de glucosa 0 xilosa) hacia la formacion de etanol en E. coli etanologénica KO11
(E. coli W Apfl::pdc adhB; Afrd; Ohta et al., 1991; Ingram et al., 1999; Jarboe et
al., 2007).

Como parte principal del trabajo se decidi6 evaluar si es posible canalizar
el flujo de glucosa a través de la via de Entner-Doudoroff en E. coli KO11. En
este caso la estrategia planteada consistio en expresar y modular la actividad
de las enzimas de la via 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 interrupcion de pgi tiene el propoésito de que KO11
lleve a cabo el metabolismo de glucosa forzosamente a través de la via de E-D.
Este esquema metabdlico seria similar al que utiliza Zymomonas mobilis. Sin
embargo, la interrupcion de pgi tiene un efecto drastico sobre el crecimiento de
E. coli, tanto en condiciones aerobicas como anaerdbicas. En aerobiosis la
velocidad especifica 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 via de las PP y E-D permitiria
mejorar el crecimiento. Sin embargo, se encontré6 que un efecto de carga
metabolica reduce aun mas el crecimiento de E. coli en aerobiosis y no se
recupera el crecimiento en condiciones no aireadas.

Por lo mencionado en el parrafo anterior, también se decidio evaluar el
efecto de carga metabdlica en condiciones aerobicas en una cepa silvestre de E.
coliy 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 distribucién de
flujos del metabolismo central bajo condiciones anaerdbicas, su efecto sobre los
niveles de actividad enzimatica, balance energético y balance redox

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

4.1 Fisiologia y Biologia molecular de Escherichia coli.

E. coli es un microorganismo Gram negativo, capaz de generar la mayoria
de intermediarios metabodlicos (macromoléculas), a travées de vias del
metabolismo central, necesarios para su funcionamiento celular y energético a
partir de un azuicar como fuente de carbono y sales. El papel desempenado por
cada via depende de las condiciones de cultivo, la fuente de carbono y las
condiciones de aireacion. La via de Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) y la via
del 6-fosfogluconato o de las pentosas fosfato (PP), son las dos rutas
principales para el catabolismo de azucares en E. coli y otras bacterias
entéricas. Una tercera ruta es la de Entner-Doudoroff (E-D) considerada como
una de las tres vias 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 practicos, primero se describiran los
sistemas de transporte de azucares en E. coli y posteriormente las vias 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 fosforilacion de un gran numero de
carbohidratos, entre ellos de la glucosa (Glc), ademas participa en la regulacion
de varias vias metabdlicas 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 hidrélisis de ese enlace
fosfato provee energia motriz para transportar y fosforilar una molécula de
azucar a través de la membrana plasmatica. A partir de glucosa, en la
glucolisis 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 vias

metabolicas como sintesis de aminoacidos. Las cepas inactivadas en el sistema

10
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PTS (PTS-) crecen muy lento en condiciones aerdbicas en presencia de glucosa,
pero no crecen en condiciones anaerdobicas. 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 ademas de
galactosa, otros azuicares tales como glucosa. Ademas, GALP es independiente
de PEP, de manera que reemplaza la funcién de la proteina IICBClc (proteina
responsable de transferir el grupo fosfato del PEP al azucar) en el sistema PTS
(McDonald et al., 1997). La permeasa de galactosa es un transportador de tipo
simporter, que acarrea glucosa simultaneamente con un protéon al interior de la
célula. Esta enzima es codificada por el gen galP, Posteriormente fue
establecido que la fosforilacion de glucosa translocada por GALP es por medio
de glucocinasa (GLK), en cepas llamadas PTS- Glu* obtenidas por adaptacion
metabdlica 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 enzimatica de GLK, que en conjunto con el
incremento en la expresion de GALP generaron la recuperacion del 100% de la
velocidad especifica de crecimiento de la cepa VH32 con respecto a la cepa
W3110, asi como un incremento en la produccion de acético y en el
rendimiento producto-sustrato, por lo que se incremento el flujo glucolitico en

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

4.3 Via glucolitica

Esta via forma parte del metabolismo central e incluye una serie de
reacciones enzimaticas que permiten la incorporacion y transformacion de
glucosa en 2 moléculas de piruvato. En E. coli esta via comprende la activaciéon

por fosforilacion de la glucosa, llevado a cabo principalmente por el sistema

11
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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 caracteristica importante de
esta via es la produccion de ATP a nivel de las enzimas fosfoglicerato cinasa y
piruvato cinasas y la produccion de poder reductor por la enzima

gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

4.3.1 Mutantes en el gen pgi

Las reacciones de la via de Embden-Meyerhoff-Parnas permiten la
transformacion de glucosa-6-fosfato a piruvato mediante una serie de enzimas.
La primera de ellas es la glucosa-6-fosfato isomerasa. La inactivacion de esta
enzima provoca una interrupcion en la glucodlisis en E. coli, en consecuencia
emplea la via de las pentosas como la ruta primaria para el catabolismo de
glucosa y adicionalmente la via de Entner-Doudoroff, aunque en menor
proporcion (Hua et al.,, 2003). Adicionalmente, Flores et al., 2004, observaron
que la inactivacion del gen pgi en E. coli JM101 afecta drasticamente la
velocidad especifica de crecimiento (p) celular, disminuyendo esta en 86% con
respecto a la cepa silvestre en condiciones aerdbicas. Ademas la inactivacion de
pgi en el metabolismo de E. coli provoca que el flujo de carbono incremente
hacia el brazo oxidativo de la via 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 Via de las pentosas fosfato

La via 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 produccion 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

12
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produccion de NADPH en condiciones anaerdobicas y aerdbicas (Szyperski
1995). En condiciones aerdbicas hay otras enzimas del metabolismo que puede
cubrir la produccion de NADPH: la malato deshidrogenasa, ademas la
isocitrato deshidrogenasa y la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
producen tanto NADH como NADPH (Csonka y Fraenkel 1977; Bock 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 aminoacidos aromaticos. Otras
enzimas importantes de esta rama metabodlica 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 glucoliticos de 3 y 6 carbonos como fructosa-6-fosfato y
gliceraldehido-3-fosfato.

Algunas de las caracteristicas mas importantes de la via de las pentosas
fosfato es su flexibilidad, ya que dependiendo del estado metabdlico de la
bacteria, puede cubrir diferentes necesidades de precursores o de energia y/o
poder reductor. En el caso de E. coli la regulacion de la via se da por dos
factores, que son: la velocidad de crecimiento y la fuente de carbono (Sprenger

1995).

4.5 Via de Entner-Doudoroff y su regulacion
4.5.1 De Escherichia coli

La via de Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) y la via de Entner-Doudoroff
(E-D) en general son similares, ya que inician con azucares fosforilados de 6
carbonos, los cuales son hidrolizados por aldolasas produciendo intermediarios
de tres carbonos (Peekhaus y Conway 1998). E. coli usa la via de Entner-
Doudoroff para metabolizar gluconato y otros azucares acidos a piruvato y
gliceraldehido-3-fosfato, que contintian su catabolismo por la via de EMP y TCA
(Figura 3.1). Una enzima clave de esta via 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 acumulacion 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 bacteriostatico en las
células (Fuhrman et al., 1998, Conway et al., 1991). El mecanismo de toxicidad
de KDPG en E. coli esta relacionado directamente a un efecto de inhibicion
competitiva en la 6-fosfogluconato deshidrogenasa, el primer paso de la via de
las pentosas (Faik y Kornberg 1973).

Aunado a esto, mediante el analisis del proteoma de una cepa productora
de Poli (3-hidroxibutirato) se observo que la demanda celular de altos niveles
de Acetil-CoA y NADPH necesarios en la biosintesis Poli-3-hidroxibutirato
(PHB) en E. coli recombinante ocasiona un incremento en la sintesis de la
enzima Eda (Han et al., 2001). Posteriormente, por analisis de flujos de carbono
“in silico”, en E. coli modificada por ingenieria metabolica para produccion de
PHB, se observo un incremento del flujo a través de la via de Entner-Doudoroff

ocasionado por acumulacion de polimero (Hong et al., 2003).

4.5.2 De Zymomonas mobilis.

Z. mobilis es un microorganismo Gram-negativo anaerobio y
microaerofilico, es el inico microorganismo reportado a la fecha que utiliza la
via de Entner-Doudoroff en condiciones anaerobicas 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 metabolico, para producir suficiente energia
para su crecimiento. Esta caracteristica se ve favorecida por la elevada
expresion de sus enzimas glucoliticas y etanologénicas (las cuales constituyen
mas del 50% de la proteina total celular) (Algar y Scopes 1985). Ademas, estas
actividades enzimaticas son constitutivas y no son reguladas alostéricamente,
a excepcion de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que si lo es por la
concentracion de fosfoenolpiruvato (Scopes 1997). También se sabe que en Z.

mobilis el control del flujo glucolitico esta dado por la actividad de ZWF (Clzwt =
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0.4) durante la fase inicial de la fermentacion 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 produccion de etanol, Z. mobilis representa un sistema
biolégico muy eficaz para produccion de este producto de fermentacion, ya que
el 95% de la glucosa consumida es convertida en etanol y COa2, 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,
ademas de sintetizar grandes cantidades de polimeros 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 azucares.

Tabla 4.1. Balance redox y energético de E. coli, usando la via glucolitica o la
via de Entner-Doudoroff para catabolismo de glucosa, en condiciones
anaerobicas.

Balance Redox Balance Redox
Glucdlisis Entner-Doudoroff
De glucosa a etanol De glucosa a etanol
- 2 NAD en glucolisis - 1 NAD(P) de via de las pentosas
+ 2 NADH en produccién de etanol - 1 NAD de glicolisis
+ 2 NADH en produccion de etanol
Balance de ATP Balance de ATP
De glucosa a piruvato (glucolisis) De glucosa a piruvato (Entner-Duodoroff)
por molécula de glucosa por molécula de glucosa
- 2 ATP por activacion - 1 ATP por activaciéon
+ 4 ATP producidos + 2 ATP producidos
2 ATP por molécula de glucosa 1 ATP por molécula de glucosa
Rendimiento neto: 2 ATP por Glucosa Rendimiento neto: 1 ATP por Glucosa

4.6 Aplicaciones de la ingenieria de vias metabdlicas en bacterias.
Uno de los propositos de la IVM es dirigir el flujo de carbono hacia la
produccion de metabolitos de interés, producir un compuesto nuevo o bien

incrementar la produccion o productividad especifica (flux metabdlico) 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 expresion 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 produccion 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
ingenieria metabolica se han enfocado en la manipulacion de los niveles de
enzimas a través de la amplificacion, eliminacion e interrupcion de genes, asi
como en la complementacion y adicion de vias. Comunmente, se consideraba
que el control del flujo glucolitico residia 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 hidrolisis de ATP,
mediados por un aumento en la actividad de ATPasa en condiciones aerodbicas,
aumenta el flux glucolitico en un 70% con respecto a su cepa silvestre
(Koebmann et al., 2002). También se ha reportado que el flux de la glucdlisis 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). Ademas, se han realizado
trabajos de manipulacion de los niveles de cofactores en E. coli, usando fuentes
de carbono con diferentes estados de oxidacion, p. €j. Manipulando los niveles
de las pozas de CoA, Acetil CoA o la proporcion 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 formacion de etanol

Desde el punto de vista del flux de sintesis de etanol (velocidad especifica
de sintesis o de produccion), el valor es de 0.5-0.8 (Garay-Arroyo et al.,, 2003) y
de aproximadamente 5 grton/gpcw.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 via de Entner-Doudoroff para metabolizar glucosa a
gliceraldehido 3-P y piruvato, y posteriormente convertir el piruvato a etanol
(Osman et al., 1987). S. cerevisiae, utiliza la via de Embden-Meyerhoff-Parnas
para catabolizar glucosa a etanol, mientras que E. coli etanologénica (KO11)
utiliza la via 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 ingenieria de vias metabolicas se ha construido una
cepa etanologénica de E. coli, denominada KO11l, Esta cepa se obtuvo
integrando en su cromosoma el operon 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 region de regulacion 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 azucares
en etanol, obteniéndose en medios ricos rendimientos de conversion de
azucar(es) en etanol cercano a los teoricos (Ohta et al., 1991). Esta cepa
también tiene inactivado el gen de la fumarato reductasa (frd), lo cual evita la
produccion de acido succinico en condiciones anaerdobicas (Ingram et al.,
1999). Ademas la cepa KO1ll 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 produccion de etanol en condiciones, con productividades de
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etanol cercanas a 1.0 grton/ gocw h'! (Hahn-hagerdal 1994). Cabe recalcar que
Z. mobilis tiene tasas catabdlicas mas elevadas, con productividades de etanol
de 5.67 grton/ gocw h-! 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% (Martinez et al., 1999). No
obstante, al parecer no existen limitaciones fisiologicas para incrementar el
rendimiento de conversion de glucosa a etanol en medio mineral (Martinez et

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

4.9 Efecto de la carga metabdlica

E. coli es el microorganismo mas utilizado para sobreexpresion de genes
homologos o heterdlogos para la produccion de proteinas o metabolitos a nivel
industrial, sin embargo los altos niveles de expresion de éstos presenta ciertos
problemas, por el uso de plasmidos multicopia y promotores fuertes; los cuales
dependiendo del tamano del plasmido, numero de copias y fuerza del promotor,
asi como de su propia trascripcion y la traduccion de sus productos ocasionan
diferentes efectos en la fisiologia y el metabolismo de la célula, debido a la
demanda de precursores metabolicos para la replicacion de estos plasmidos.

Durante la parte inicial del presente proyecto se presenté un problema
de carga metabdlica durante la evaluacion de unos plasmidos con E. coli
etanologénica, y aunado al trabajo que se habia planteado con ZWF, se decidio
evaluar el efecto fisiologico de incrementar la disponibilidad de precursores
metabdlicos de la via de las pentosas, asi 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 metabdlica por transcripcion de
plasmidos 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, ZWFz, 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).
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5.- HIPOTESIS

La modulaciéon de la expresion heterdloga de los genes zwf, edd y eda de
la via de Entner-Doudoroff de Z. mobilis o la activacion de la via de E-D nativa
en E. coli, conjuntamente con la inactivacion de pgi, permita incrementar los
niveles de intermediarios metabodlicos y actividades enzimaticas de esta via.
Esto ocasionara la canalizacion del flujo total de carbono a través de la via de
Entner-Doudoroff durante el catabolismo de glucosa a etanol en E. coli
etanologénica produciendo una disminucion en el rendimiento de ATP y en la
sintesis de biomasa. En consecuencia, se incrementara el flux de carbono
hacia la formacion 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 distribucion de flujos de carbono y
productividad de etanol provocado por la expresion de la via de Entner-
Doudoroff en E coli etanologénica inactivada en la via glucolitica.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

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 ZWFzn o ZWFE. sobre el efecto
de carga metabolica en E. coli JM101.

3. Modular el nivel de la ZWFzn o ZWFEg: junto con GALPe. y GLKE: sobre la
recuperacion de la velocidad de crecimiento en E. coli JM101 y E. coli JM101
pgt.

4. Inactivar el gen pgi en E. coli KO11, complementar esta cepa con la via de
Entner-Doudoroff de Z. mobilis y evaluar en ambos casos su efecto sobre el
crecimiento celular.

5. Someter a evolucion adaptativa la cepa KO1l1l pgi y caracterizar los
parametros cinéticos y perfiles de actividad enzimatica de la cepa
evolucionada (KO11 E35)

6. Evaluar el efecto del incremento en los niveles de ZWFz, o0 ZWFg.,, EDDzn, y
EDAzm junto con GALPgc y GLKg: sobre los parametros cinéticos de
crecimiento y de formacion 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 enzimatica de
PDCzn y ADHzn sobre velocidad especifica de crecimiento, de consumo de
glucosa y de produccion de etanol en KO11l PPAL-. Estimar y analizar

balances de flujos de carbono.

20



METODOLOGIA

7.- METODOLOGIA

7.1 Microorganismos, plasmidos y oligos

Las cepas, plasmidos 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 proAt+ proB* lacla | Stock del laboratorio
lacZAM 15/ supE, thi, A(lac-proAB)

SM14 JM101 Apgi Flores et al., 2004

DH5a F-  @80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 | Stock de laboratorio
deoR recAl endAl hsdR17(rk- mk*) phoA
supE44 X- thi-1 gyrA96 relAl

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

Jarboe et al., 2007.

E. coli C Silvestre ATCC 8739

KO11 pgt E. coli W pfl::pdc adhB cat, Afrd, Apgi. Este trabajo

KO11 E35 E. coli W pfl::pdc adhB cat, Afrd, Apgi. | Este trabajo
evolucionada

KO11 PPAL- | KO11 E35 Apta-ack, Aldh. Este trabajo

Tabla 7.2. Plasmidos empleados en este trabajo.

Plasmido

Caracteristicas

Referencia

pTrc99A

Derivado del vector de expresion
pKK233-2, tiene el promotor hibrido trc
sitio de clonacion
pUCI18, los

terminadores de transcripcion rmB y

rio arriba del

multiple  (MCS) de

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 pfiB
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

tre.

Este trabajo

PZEAzn

Derivado de pTrc99A que contiene los
genes zwf, edd y eda de Z. mobilis bajo

el promotor trc.

Este trabajo

pKD4

Plasmido ampR y kanR, usado para
amplificacion del gen kanR flanqueado
por sitios FRT (sitios de recombinacion

FLP) usado en la interrupcion de genes

Datsenko y Wanner 2000

pKD46

Plasmido ampR, tiene un replicon
sensible a temperatura y un sistema de

recombinacion del fago lambda

Datsenko y Wanner 2000

pCP20

Plasmido 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 trcS y de

galP al promotor trc4

Hernandez Montalvo et

al., 2003
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Tabla 7.3. Oligos disenados y usados en este trabajo.

Oligo Secuencial y 2 Uso
pgiH1P1! 5" ATC AGA AGA GTA TTG CTA ATG AAA AAC ATC AAT CCA | Interrupciéon del gen
ACG CAG TGT GTA GGC TGG AGC TGC TTC G 3 pgi de E. coli
pgiH2P2! 5" CCT ACA TAT CGA CGA TGA TTA ACC GCG CCA CGC TTT
ATA GCG CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG 3°
pgia 5’ ACT AAC GGT CAG CAC GCG TT &’ PCR confirmatorio de
pgib 5’ TCA GAGAGC GGG TTA TGG GT 3’ interrupcion de pgi
Rzwfzm? 5 GCG GCC ATG GCA AAT ACC GTT TCG ACG ATG 3° Amplificacién del gen
Fzwfzm? 5" CGC GGT ACC GTT GAA TGC AGA TCA GTC ATA CCA 3 zwf de Z. mobilis
Feddzm? 5" CGC GCC ATG GAG TAA CTT GGT ATG ACT GAT CTG C 37 Amplificacion del gen
Reddzm? 5°GCC GGA TCC GGA AGA TAT CAA ACA ATT CGC GCG G 3° | edd de Z mobilis
Fedazm? 5" CGC GGA TCC ATG CGT GAT ATC GAT TCC GTA ATG CG 3" | Amplificaciéon del gen
Redazm? 5" CGC GGA TCC GCG CTA TTA GGC AAC AGC AGC ACG 3 eda de Z. mobilis
ackptaH1P1! 5" GTA TCA ATT ATA GGT ACT TCC ATG TCG AGT AAG TTA | Interrupcion de los
GTA CTG GTT GTG TAG GCT GGA GCT GCT TCG 3 genes ack y pta de E.
ackptaH2P2! 5" CTG CGG ATG ATG ACG AGA TTA CTG CTG CTG TGC AGA coli
CTG AAT CGC CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG 3’
1dhH1P1! 5" ATC ACT GGA GAA AGT CTT ATG AAA CTC GCC GTT TAT | Interrupcién del gen
AGC ACA GTG TAG GCT GGA GCT GCT TC 3’ ldh de E. coli
1dhH2P2! 5’ TGC AGG GGA GCG GCA AGA TTA AAA CCA GTT GGT TCG
GGC AGG TCA TAT GAA TAT CCT CCT TTA G 3’

! La secuencia en negritas corresponde a los sitios de reconocimiento al plasmido 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 digestiéon 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 KO11l, la cual tiene integrado en el
cromosoma los genes que codifican para la piruvato decarboxilasa (pdczn) y la
alcohol deshidrogenasa B (adhBzm) de Z. mobilis (Zm), esta cepa tiene como
marcador de seleccion un gen que le confiere resistencia a cloramfenicol (Ohta
et al. 1991).

Para evaluar el efecto de la sobreexpresion de los genes de la via 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 via
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glucolitica. Después la cepa KO1l1l pgi- fue transformada con el plasmido
PZEAzmn derivado del vector pTrc99A (Pharmacia), conteniendo un operon con
los genes heterdlogos, que codifican para las enzimas ZWFzy,, EDDz, vy EDAzn
de Z. mobilis (Tabla 7.2). El plasmido pTrc99A contiene el promotor trc
inducible por IPTG y un gen que le confiere resistencia a ampicilina como

marcador de seleccion a las cepas transformantes.

7.2 Condiciones y medios de cultivo
7.2.1 Indculos para cultivos

A partir de las células congeladas en glicerol (40%) se estriaron placas
conteniendo agar (15 g/L), medio Luria, 20 g/1 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 inoculo. El
crecimiento del inéculo se realizé en matraces de 500 ml, conteniendo 200 ml
de medio minimo (M9), con 20 g/l de glucosa como fuente de carbono,
temperatura de 35°C y con una agitacion de 120 rpm. Los inodculos se
incubaron durante 14 h, hasta alcanzar una DOeoo de aproximadamente 1.3.
Todos los cultivos fueron inoculados centrifugando (5000 rpm, 10 min y
temperatura ambiente) la cantidad suficiente de inoculo para obtener una
DOeoo inicial de 0.1 (0.037 gpcw/l), las células fueron transferidas a cada
cultivo resuspendiéndolas en el medio respectivo (la variacion de la
concentracion inicial celular en todos los cultivos se debe al error

experimental).

7.2.2 Medios de cultivo.
La composicion del medio minimo 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 7H20 1M; 0.1 ml de CaCl4 0.1M; 0.1 ml de Tiamina

1 mg/ml (esterilizada por filtracion). A menos que se mencione otra cosa, el
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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
aerobicos en matraces. El medio Luria (Maniatis et al., 1982) contiene por litro:

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

MU Vilvulas de
KOH 2N YW Adicién de

%8 Eleakers

Controladores
de pH

F Y

Parrilla magnética
Figura 7.1. Sistema de Minifermentadores o Fleakers.

7.2.3 Condiciones de cultivo.

Los cultivos aerdbicos se realizaron en matraces nefelométricos de 125
ml con 50 ml de medio minimo, a una temperatura de 37°C, sin control de pH
y una velocidad de agitacion de 300 rpm. El crecimiento microbiano fue
determinado midiendo la DO a 600 nm de muestras tomadas a diferentes
intervalos de tiempo.

Los cultivos anaerdbicos 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 controlé a 35°C y el pH a 7.0 mediante la adicion
automatica de KOH 2N. Para garantizar el mezclado de los nutrientes, los

cultivos se mantuvieron a una velocidad de agitacion de 100 rpm. Las
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actividades enzimaticas 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 analiticos.
7.3.1 Concentracion celular
La densidad optica fue medida a 600 nm en un espectrofotometro Beckman
(DU-70) y convertida a peso seco de células (DCW: dry cellular weigth), de
acuerdo a una curva de calibracion: 1 DOeoo = 0.37 gpcw/1. Todas las muestras
fueron centrifugadas (5,000 rpm y temperatura ambiente); el paquete celular se

desecho y el sobrenadante se congeld para su posterior analisis.

7.3.2 Determinacion de aziucares y acidos organicos.

La determinacion de glucosa y productos de fermentacion como los acidos
organicos (aceético, formico, succinico, lactico, piruvico, etc.) y glicerol fueron
determinados por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).

La determinacion por HPLC, se llevo a cabo por cromatografia isocratica con
H2S04 5 mM como fase movil a un flujo de 0.5 ml/min en una columna Aminex
HPX-87H (Biorad) a 50°C. La deteccion de los compuestos separados, se llevo a
cabo simultaneamente con un detector de arreglo de diodos (Waters 996) y un
detector de indice de refraccion (Waters 410). El analisis y procesamiento de
datos se realizo con el sistema Milenium (Version 3.01 Waters). Las
temperaturas interna y externa de la columna fueron ajustadas a 45 y 50°C
respectivamente. Los sobrenadantes de las muestras a analizar se filtraron con
membranas de 0.45 um y se inyectaron automaticamente (Waters 717). Para la
confirmaciéon de los azucares y los productos analizados por HPLC se
inyectaron estandares de xilosa, acidos organicos, alcoholes e intermediaros

metabolicos.
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7.3.3 Determinacion de etanol.

La determinacion de etanol se realizo por cromatografia de gases
(Cromatografo de Gases Agilent, Serie 6850, Wilmington, D.E.) utilizando como
estandar interno 1-butanol. Se utiliz6 He como fase movil (5.0 ml/min, 19.05
psiy 65 cm/s) a través de una columna capilar (Innowax 19091N-133E, de 30
m de longitud 0.25 mm de diametro interno y con un espesor de pelicula de
0.25 pm, J&W Scientific)y y 0.2 uyl de sobrenadante inyectados
automaticamente. La deteccion de los compuestos separados, se llevo a cabo
con un detector de ionizacion de llama (FID-1A) a 250°C. El analisis y
procesamiento de datos se realizo con el programa Agilent Cerity QA/QC. Las
temperaturas del horno fueron ajustadas con rampas de temperatura de 80°C

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

7.3.4 Determinacion actividades enzimaticas y de proteinas.
Los ensayos enzimaticos fueron realizados mediante métodos descritos
previamente (Bergmeyer y Gawehn 1974; Hoppner y Doelle 1983; Martinez 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 DOeoo de aproximadamente 1, se cosechan por centrifugacion, se lavaron
dos veces en amortiguador de lisis especifico para cada ensayo, estas células se
resuspenden en 1 ml del mismo amortiguador. Las preparaciones libres de
células fueron obtenidas por sonicacion (4 pulsos de 14-16 micrones cada uno
separados por 1 min, asi, la presencia de celulas viables después del proceso
de sonicacion es nula) manteniendo al tubo que contiene las preparaciones en
hielo con etanol, para finalmente por centrifugacion (10 min, 4°C) obtener un
extracto de proteina que se utiliza para llevar a cabo las determinaciones
enzimaticas. Estas determinaciones se llevan a cabo mediante reacciones
oxido-reduccion acopladas a otras enzimas, monitoreando la oxidacion o

reduccion de NADH o NAD* a 340 nm durante 5 min a 30°C en el
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espectrofotometro Beckman DU-70 (Beckman instrument, Inc. Fullerton, CA.).
La determinacion de proteinas se llevé a cabo por el método de Bradford. Las
unidades de actividad enzimatica se expresaron como el nimero de mmoles de
sustrato conviertidos a producto en un minuto por miligramo de enzima a

temperatura y pH especificos.

7.4 Evaluacion de parametros.
Los parametros evaluados fueron: velocidad especifica de crecimiento (u);
rendimiento biomasa/sustrato (Yx); velocidad especifica de consumo de

azucar (qg); velocidad especifica de formacion de productos (gp), los cuales se

determinaron durante la fase de crecimiento exponencial y fueron corregidos
por factor de dilucion en funciéon de la base o acido adicionado a los cultivos

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

7.5 Calculo 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 realiz6 a partir de los
valores de velocidad volumeétrica de consumo de glucosa y de formacion de
productos (etanol, formico, acético y lactico). Los cuales fueron convertidos a
moles de carbono considerando el peso molecular y el numero de carbonos
contenido en cada especie considerada. La distribucion 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
bioxido de carbono, por balance estequiométrico, se asumio que se produjo un

mol de CO;z por cada mol de etanol.
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8.- RESULTADOS Y DISCUSION

Este trabajo esta constituido por tres etapas ligadas entre si, debido a
que giran alrededor de la manipulacion del metabolismo central (mediante la
sobreexpresion o interrupcion de genes) para incrementar el flux de produccion
de etanol en E. coli KO11. Asi como, dirigir el flujo de carbono hacia una via
deseada y abatir la demanda de precursores para sobreexpresion de genes
homologos 6 heterdlogos en E. coli.

En la primera etapa, se presenta la caracterizacion metabdlica con el fin
de identificar posibles pasos enzimaticos que limitan el flux de carbono en la
glucolisis hacia la produccion de etanol a partir de glucosa o xilosa en E. coli
etanologénica KO11. Para esto, se evalué el incremento de actividad de
enzimas relacionadas con el transporte de glucosa o xilosa; las enzimas que
catalizan reacciones de fosforilacion o defosforilacion en la glucélisis y una
enzima que desvia el flujo de piruvato hacia la formacion de etanol en E. coli
etanologénica. Todo esto en medio minimo con glucosa bajo condiciones no
aireadas.

La segunda etapa, consistio en evaluar el incremento en el nivel de
actividad de ZWF homologa (ZWFEe. = glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de E.
coli) o heterdloga (ZWFzn = glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de Z. mobilis); y su
papel sobre la recuperacion de la velocidad especifica de crecimiento en
Escherichia coli JM101 con carga metabolica debido a la transcripcion de
plasmidos multicopia.

Ademas, se presenta la caracterizacion de la velocidad especifica de
crecimiento en E. coli JM101 pgi (SM14). En este caso se evaluao el efecto que
tiene el incremento de nivel de actividad de ZWFg. o ZWFzn junto con el
transportador inespecifico de glucosa GalP y GLK de E. coli. En estos casos los
estudios fueron en condiciones aerobicas en medio minimo con glucosa como
fuente de carbono.

La tercera y ultima etapa consistio en evaluar la capacidad de una

mutante pgi etanologenica con una interrupciéon (pgi-) que evita el flujo de
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glucosa-6-P hacia la glucdlisis 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 via de E-D de
Z. mobilis. Ademas, se caracterizo la distribucion del flujo de carbono hacia la
produccion de etanol y la fisiologia del metabolismo central en la cepa KO11
PPAL- obtenida por evolucion adaptativa en medio minimo con glucosa 40 g/L
y no aireados, con interrupcion de los genes ack, pta y ldh, y se comparo con

una cepa transformante con incremento en el nivel de PDCz, y ADHzn.

8.1 PRIMERA ETAPA: Identificacion y caracterizacion de los pasos
enzimaticos limitantes de la glucélisis y la via de sintesis de etanol en E.
coli KO11.

8.1.1 Introduccion

Con el fin de elucidar si algunas actividades enzimaticas de la via
glucolitica o de fermentacion limitan el flux de carbono de glucosa o xilosa
hacia la formacion de etanol en la cepa de E. coli etanologénica KO11, se
incrementdé el nivel de las actividades enzimaticas de cinco pasos del
metabolismo central de carbono, considerados clave en la canalizacion de
glucosa o xilosa hacia la formacion de productos de fermentacion. Las enzimas
analizadas fueron, la permeasa de galactosa GALPg, la cual transporta
inespecificamente glucosa, xilosa y galactosa (Hernandez-Montalvo et al.,
2003). La Fosfofructocinasa (PFKEgd, que cataliza la fosforilacion de la fructosa-
6-fosfato a fructosa-1,6-difosfato. La fosfoglicerato cinasa (PGKEgJ que cataliza
la primera reaccion de formacion de ATP, mediante una reaccion parcialmente
reversible, de glicerato 1,3 difosfato en 3 fosfoglicerato y ATP, y la piruvato
cinasa heterologa de Bacillus stearothermophillus (PYKss) que cataliza la
formacion 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 homologa de E. coli: (Emmerling et al.,, 1999). Estas tres

enzimas estan involucradas en la formaciéon o consumo de ATP, con los
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mayores valores absolutos de AG'° exergonica en la glucdlisis, y en dos casos
constituyen etapas con regulacion alostérica en esta via (Stryer 1999).
Adicionalmente, se evaluo el incremento en la actividad de una enzima que
desvia el flujo de piruvato hacia la formacion de etanol en E. coli etanologénica,
la piruvato decarboxilasa heterdloga de Zymomonas mobilis (PDCzn; Martinez et
al., 1999). Para modular la actividad enzimatica se utilizo un vector inducible

por IPTG (pTrc99A).

8.1.2 Resumen de resultados y discusion

El efecto de sobreexpresion se evalué durante las fases de crecimiento
exponencial y estacionaria de los cultivos. El nivel de actividad especifica de las
enzimas analizadas fue incrementado entre 2 y 30 veces respecto a los niveles
basales de la cepa control KO11/pTrc99A.

En comparacion con la cepa control KO11/pTrc99A, durante la fase
exponencial: A) en todos los casos no se afectdé la velocidad especifica de
crecimiento; B) el flux de consumo de glucosa se redujo 63.4% y 67.8% al
incrementarse las actividades especificas de PFKec y PYKgs, respectivamente, y
en los otros casos no se afectd; C) en consecuencia, el flux de etanol disminuyo6
35.9% y 50.7% cuando se sobreexpreso pfkec y pykss, respectivamente, sin
afectarse en los otros casos. Estos resultados muestran que al incrementar la
actividad de PFKg. o PYKps en KO1l1l se reduce drasticamente el flux de
consumo de glucosa y de formacion de etanol, asi como un mayor flux de
formacion de acidos organicos, en respuesta a efectos de regulacion alostérica,
debidos a wuna mayor velocidad de formacion y acumulacion de
fosfoenolpiruvato y ATP; y una posible actividad limitada de PDC para canalizar
el flux hacia la formacion de etanol.

Para la fase estacionaria (comparando con la cepa KO11/pTrc99A): se
encontro que: A) el flux de consumo de glucosa se redujo 43 y 11% al
incrementar la actividad de PFKg. y PYKps, respectivamente, y se incremento

13% al aumentar 6 veces la actividad enzimatica de PDC, en los otros casos no
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se afecto; B) congruentemente, el flux de etanol disminuyé 51 y 33%
sobreexpresando pfkec y pykss, respectivamente, sin afectarse para los casos de
galPec y pgkee.

Los resultados mostraron que en KO11, existe una actividad limitada de
PDCzn para canalizar el flux de glucosa o xilosa hacia la formacion de etanol.
Se logro incrementar el rendimiento tedrico de conversion de glucosa o xilosa
en etanol en 27%, durante la fase estacionaria el flux de formacion de etanol
aumento 42 y 44% y el de formacion de acidos organicos disminuy6 46 y 76%
para glucosa y xilosa, respectivamente al incrementar la actividad intracelular
de PDCzn (6.1 veces) en KO1l1l. Por otro lado, probablemente como una
respuesta a efectos de regulacion alostérica y de actividad limitada de PDCzp,
incrementos en la actividad enzimatica de fosfofructocinasa o piruvatocinasa
redujeron drasticamente el flux de consumo de glucosa o xilosa y de formacion
de etanol, incrementando el de formacion de acidos organicos.

En la cepa KO11, la sobreexpresion de pdczm permitio incrementar el
flujo glucolitico y de producciéon de etanol durante la fase estacionaria, con una
concomitante disminucion del flux de carbono hacia la formacion de acidos
organicos. Esto debido a que PDCgz, tiene una mayor afinidad por el piruvato
en comparacion con lactato deshidrogenasa, y al igual que esta ultima,
regenera los niveles de NAD", para mantener activa glucdlisis. Adicionalmente
el incremento en el nivel de PDCgz, permite canalizar mayor cantidad de
piruvato hacia etanol, disminuyendo tanto el efecto de inhibicion alosterica
sobre PTS y activacion de lactato deshidrogenasa ocasionado por acumulacion
de piruvato (Tarmy y Kaplan 1968). Estos datos confirman que la actividad
enzimatica de PDC limita el flux de piruvato hacia la formacion 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 paginas: Gerardo
Huerta-Beristain, José Utrilla, Georgina Hernandez-Chavez, Francisco Bolivar,
Guillermo Gosset, Alfredo Martinez. 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 Presentacion de manuscrito
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Abstract

Modification of ethanol productivity and yield, using min-
eral medium supplemented with glucose or xylose as car-
bon sources, was studied in ethanologenic Escherichia coli
KO11 by increasing the activity of five key carbon metabo-
lism enzymes. KO11 efficiently converted glucose or xylose
to ethanol with a yield close to 100% of the theoretical max-
imum when growing in rich medium. However, when KOT11
ferments glucose or xylose in mineral medium, the ethanol
yields decreased to only 70 and 60%, respectively. An in-
crease in GALPg, (permease of galactose-glucose-xylose) or
PGKg, (phosphoglycerate kinase) activities did not change
xylose or glucose and ethanol flux. However, when PDCg,,
(pyruvate decarboxylase from Zymomonas mobilis) activity
was increased 7-fold, the yields of ethanol from glucose or
xylose were increased to 85 and 75%, respectively, and or-
ganic acid formation rates were reduced. Furthermore, as a
response to a reduction in acetate and ATP yield, and a lim-
ited PDCj,, activity, an increase in PFKg, (phosphofructoki-
nase) or PYKg, (pyruvate kinase from Bacillus stearother-
mophilus) activity drastically reduced glucose or xylose
consumption and ethanol formation flux. This experimental

metabolic control analysis showed that ethanol flux in KO11
is negatively controlled by phosphofructokinase and pyru-
vate kinase, and positively influenced by the PDCg,, activity
level. Copyright © 2008 S. Karger AG, Basel

Introduction

Metabolic engineering can be defined as the directim-
provement in product formation or cellular properties
through the modification of specific biochemical reac-
tions or introduction of new ones with the use of recom-
binant DNA technology [Stephanopoulos, 1999]. One of
the several applications of metabolic engineering deals
with the improvement in productivity and yield of native
or heterologous products synthesized by cells. Modifying
gene expression using recombinant DNA technology can
increase specific productivity or metabolic flux and thus
lead to better production strains.

Several technologies are currently being developed to
reduce energy dependence on fossil fuels and to mini-
mize environmental pollution. Fuel ethanol can be pro-
duced in a sustainable way using sugars as raw material.
It can also potentially be obtained at a reduced cost from
agricultural residues [Aristidou and Penttild, 2000; Him-
mel et al., 1997; Ingram et al., 1998]. Lignocellulosic bio-
mass is the most abundant source of sugars [Ingram etal.,
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1999], but those sugars are polymerized in the hemicel-
lulose and cellulose fractions. Biomass hydrolysis mainly
produces hexoses, as glucose, and pentoses, as xylose
[Aristidou and Penttild, 2000; [ngram et al., 1999]. Natu-
ral ethanologenic microorganisms, such as Saccharomy-
ces cerevisiae and Zymomonas mobilis do not metabolize
pentoses to ethanol, and the economics of this process
requires an efficient conversion of all the sugars to etha-
nol. Wild-type Escherichia coli strains can use a wide
range of hexoses and pentoses, including glucose and xy-
lose, as carbon and energy sources. E. coli can metabolize
all these sugars under anaerobic conditions to pyruvic
acid, and thereafter to a mixture of formate, acetate, lac-
tate, succinate and a small amount of ethanol [Béck and
Sawers, 1996].

E. coli has been engineered for ethanol production [In-
gram et al,, 1998, 1999; Ohta et al., 1991]. Ethanologenic
strain KO11 (one of the most promising strains for indus-
trial applications) is a prototrophic E. coli B derivative that
contains the Z. mobilis ethanol pathway integrated into its
chromosome, i.e. pyruvate decarboxylase (PDC) coded by
pde and alcohol dehydrogenase coded by adhB, under the
control of the pyruvate formate lyase (pfl) promoter. [t also
contains a deletion of the anaerobic fumarate reductase
gene, which eliminates succinate production [Ingram et
al,, 1998; Ohta et al., 1991]. Ethanologenic E. coli KO11 can
use a wide array of sugars [Ingram et al., 1999; Ohta et al.,
1991], and its ethanol production capacity has been proven
to be very efficient in complex media supplemented with
glucose or xylose [Gonzalez et al., 2002, 2003; Ohta et al.,
1990; Tao et al., 2001], and also in media containing hemi-
cellulose hydrolysates supplemented with complex nutri-
ents [Martinez et al., 1999]. KO11 has, on average, a spe-
cific ethanol production rate (qg;.on) of about 0.8 gg.on/
gpcw-h during the growth phase in rich media supple-
mented with xylose, calculated from data presented by
Tao etal. [2001]. Microorganisms used for industrial etha-
nol production, such as S. cerevisiae and Z. mobilis have
a qgr.og of 0.5-0.8 [Garay-Arroyo et al., 2004] and up to
2.5 grron/gpcwh [Rogers et al., 1979], respectively, using
glucose. Furthermore, with strain KO11, the ethanol yield
on glucose or xylose is close to 100% of the theoretical
maximum when rich medium is used. However, when
mineral medium with glucose or xylose or hemicellulose
hydrolysate supplemented with salts is used, conversion
yield and specific ethanol production rates are drastically
reduced [Martinez et al., 1999, 2001; Underwood et al.,
2002b]. In this report, an experimental metabolic control
study was conducted using mineral media to evaluate the
potential to increase qpr.og in KO11. This was achieved by
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Fig. 1. Fermentation of glucose (A) and xylose (B) by ethanolo-
genic E. coli KO11 in M9 mineral media.

modulating the enzyme levels that catalyze key glycolytic
steps: glucose or xylose transport, reactions related to ATP
consumption or production and pyruvate conversion into
acetaldehyde.

Results and Discussion

Analysis of Glucose and Xylose Metabolism in E. coli

KO11 when Grown in Mineral Media

In order to assess E. coli KO11 performance in min-
eral mediaand reveal whether a metabolic step limits eth-
anol flux, a systematic study was carried out by increas-
ing specitic activities of key carbon metabolism enzymes.
KOL11 fermentation performance was evaluated using M9
mineral media supplemented with glucose or xylose
(fig. 1). A 4% sugar concentration was selected in order to
diminish osmotic pressure effects. In comparison with
rich medium [Tao et al., 2001], the growth rate and bio-
mass formation were drastically reduced (25 and 60%,

Huerta-Beristain et al.
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Table 1. Recombinant enzyme-specific activities (IU/mgprot) in E. coli KO11

Strain PFK PGK PYK PDC

Glc Xyl Gle Xyl Glc Xyl Glc Xyl
KO11/pTrc99A 0.63 0.85 1.35 1.14 0.98 1.18 0.37 0.54
Transformed KOL11 3.73 4.11 3.99 3.10 46.42 37.46 1.83 4.31

E. coli KO11 was transformed with pTrc99A or derivative plasmids containing genes coding for the indi-
cated enzymes. Cells were harvested from pH-controlled mini-fleakers at exponential growth using the indi-
cated sugar (see details in the Experimental Procedures section). The inducer (isopropyl-B-D-thiogalactopy-

ranoside) level was 0.1 mM.

respectively) using either glucose or xylose. In addition,
the specific sugar consumption rate was also reduced,
therefore alow ethanol formation volumetric rate was ob-
served: 0.42 and 0.33 gge.og/l*h for glucose and xylose,
respectively, versus 0.8 gge on/lh when rich media sup-
plemented with glucose or xylose are used [Tao et al.,
2001]. Ethanol yields were only 70 and 60% of the theo-
retical maximum, for glucose and xylose respectively.
These low vields could be explained by considering that
in mineral media sugars are utilized both as a carbon
source for growth and for energy and product(s) forma-
tion. In contrast, in rich media, such as Luria broth (LB),
complex nutrients can be used to build up cell mass and
sugars are mainly used for energy and product formation
[Ohta et al., 1991].

GALPg,, PFKg,, PGKg., PYKps and PDCy,, Activities

in Transformed KOI11

In comparison with the parental strain E. coli B, when
KO11 fermented xylose in rich media, the specific growth
and xylose consumption rates increased 30 and 50%, re-
spectively [Tao et al., 2001]. Gene array data have sug-
gested that increased expression of six genes from gly-
colysis (pfkA, fbaA, tpiA, gapA, pgk and pykF), involved
in xylose or glucose catabolism, is the basis for the ab-
served increase in growth rate and glycolytic fluxin KO11
[Gonzalez et al., 2002; Tao et al., 2001]. In order to evalu-
ate if it is possible to increase the ethanol yield and its
specific rate of production in KO11 using mineral media,
it was decided to study five key carbon metabolism ac-
tivities that potentially could affect glucose and xylose
metabolism. KO11 was transtormed with plasmids con-
taining genes encoding for the following proteins: the ga-
lactose-glucose-xylose transporter (GALPg,); the E. coli
phosphofructokinase (PFK ) that catalyzes the reaction
of fructose-6-phosphate into fructose-1,6-biphosphate

PDC Limits Ethanol Flux in KO11

using ATP; the homologous phosphoglycerate kinase
(PGKEg) that catalyzes the reaction of 1,3-diphosphoglyc-
erate to 3-phosphoglycerate with ATP formation; the
pyruvate kinase (PYK) of Bacillus stearothermophilus
(PYKp,) that generates ATP and pyruvate from phospho-
enolpyruvate (PEP; this enzyme is not regulated allosteri-
cally by fructose-1,6-biphosphate, nevertheless it is acti-
vated by AMP and ribose-5-phosphate), and the PDC of
Z. mobilis (PDCg,,), which converts pyruvate to acetalde-
hyde and CO,.

Derivative strains of KO11 transformed with plasmids
were grown in M9 mineral media with glucose or xylose
as the sole carbon and energy sources. 0.1 mM isopropyl-
[-D-thiogalactopyranoside was added to induce gene ex-
pression. Under these conditions, the average activity
values when grown in glucose or xylose for PFK g, PGK g,
PYKpg, and PDCg,, were increased 5-, 3-, 39- and 7-fold,
respectively (table 1). A previous report using a strain
transformed with plasmid pgalPp. and grown in minimal
medium with glucose indicated that substrate transport
activity was increased 1.5-fold [Herndndez-Montalvo et
al., 2003]. Differences in enzymatic activity among the
four enzymes could be due to different spacing between
the Shine-Dalgarno sequence (ribosome binding site)
and the initiation codon, different initiation codons, ri-
bosome binding site secondary structure, or other factors
[Vellanoweth et al., 1992]. Furthermore, it has been re-
ported that specific activities of purified enzyme is 3-fold
higher for PYKpg, than for PYKg, [Sakai et al., 1986; Way-
good and Sanwal, 1974].

GALPg.and PGKg, Activities Do Not Control Carbon

Flux to Ethanol

[t has been reported that in E. coli strains without a
functional phosphotransferase system, GALPp, can re-
place glucose transport [Flores et al., 2002; Herndndez-
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Table 2. Ethanol yields from glucose or xylose in E. coli KOI1
transformed with the different plasmids used in this work

Plasmid Yield?, % theoretical
glucose xylose

pTrc99A 67 (2.7) 60 (5.7)
pealPg, 66 (1.4) 55 (1.0)
ppfke. 69 (0.0) 46 (5.1)
PPk 68 (2.5) 58 (7.8)
PPyke: 65 (0.0) 51 (0.7)
ppdcz 85 (4.1) 76 (5.2)

* Values in parentheses indicate standard error from calcula-
tions.

Montalvo et al., 2003]. In addition, it has been shown that
GALP can transport xylose; therefore, an E. coli strain
overexpressing galP could increase the glucose or xylose
consumption capacity [Hernandez-Montalvo etal., 2001].
Nevertheless, as can be seen in table 2, increased levels of
GALPg. or PGKg, do not have a significant effect on eth-
anol yield from glucose or xvlose. It has been reported that
pgkg expression is regulated by the growth phase, and the
synthesis of PGK is induced more than 10-fold during
transition from the exponential to the stationary growth
phase [Nelleman et al., 1989]; however, such an activity
increase does not provoke a corresponding increase in the
glycolytic flux. Actually, the glycolytic flux decreased
during the stationary phase, possibly due to a decrease in
other glycolytic enzymes [Nelleman et al., 1989]. For S.
cerevisiae, it had been reported that, with the exception of
pyk, all glycolytic genes (including pgk) have strong pro-
moters [Hauf et al., 2000], and no increase in the glyco-
lytic or ethanol flux could be achieved when pgk was over-
expressed in S. cerevisiae. On the other hand, Snoep et al.
[1995] found that an increase in PGK activity in Z. mobi-
lis caused a negative effect on the glycolytic flux. Consis-
tent with these previous reports, our results showed that
a3-fold increase in the PGK activity in KO11 did not have
a significant effect on the specific glucose or xylose con-
sumption rate or ethanol production. Therefore, these
data indicate that glucose or xylose transport and 3-phos-
phoglycerate formation might not be bottlenecks to car-
bon flux in KO11 under the conditions studied.

PFKg. and PYKpg; Activities Negatively Control

Carbon Flux to Ethanol

Figure 2 shows the glucose and xylose catabolism
pathways to fermentation products in KOI11. Growth
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rates of plasmid-transformed strains in glucose-mineral
media were similar to those observed in control experi-
ments (fig. 3A). The specific glucose consumption rates
decreased by 63 and 68% when PFKg, and PYKg; activi-
ties were increased compared to KO11/pTrc99A (fig. 3C),
and hence the specific ethanol production rates decreased
by 36 and 51%, respectively (tig. 3E). On the other hand,
strains KO11/ppfkg, and KO11/ppykps grown in xylose
displayed slightly lower specific growth rates when com-
pared to KO11/pIrc99A (fig. 3B). Specific xylose con-
sumption rates were not atfected when KO11 was trans-
formed with ppfkg. or ppykps (fig. 3D), but specific
ethanol production rates decreased by 64 and 26%, re-
spectively. Under anaerobic conditions, the ATP yield
from xylose catabolism to pyruvate is 0.67 mol yyp/molxy
and it could increase up to 1.67 if 1 mole of acetate is pro-
duced per mole of xylose [Tao et al., 2001; Gonzalez et al.,
2002]. KO11/ppfkg. and KO11/ppykps produced less ace-
tate in comparison with the strain KO11/pTrc99A when
grown with xvylose, therefore the growth rate reduction
could be attributed to a low ATP yield.

During the stationary phase, in comparison to the
control strain KO11/pTrc99A, when PFKg, or PYKp; ac-
tivities were increased, a reduction in glucose consump-
tion rate by 43 and 11%, respectively, was observed (fig. 4).
Also in KO11/ppfkg. and KO11/ppyk g the flux to acetate
production decreased by 26 and 46%, respectively, and
the formate production rate was decreased by 10 and 33%,
respectively. In contrast, glycolytic flux to lactate in-
creased 40 and 35%, respectively. Because of this flux re-
distribution, ethanol flux diminished by 49 and 33% for
KO11/ppfkp, and KO11/ppykg, respectively. A large de-
crease (38%) in ethanol flux was observed when PFKp,
activity was increased when grown using xylose; how-
ever, fluxes to acetate and formate remained relatively
constant, and flux to lactate decreased by one order of
magnitude (fig. 4). Increased PYKg; activity reduced ac-
etate and formate production by half; however, xylose
flux into ethanol was similar to that in the control strain
during the stationary phase. As proposed by Emmerling
etal. [1999], when PFK activityis increased, higher lactate
production can be explained by a saturation effect in the
middle section of the Embden-Meyerhof-Parnas path-
way, and activation of the methylglyoxal pathway which
also renders dihydroxyacetone phosphate conversion to
lactate. Furthermore, higher PFK and PYK activities
could also increase the pyruvate pool, and since this me-
tabolite can act as an allosteric activator of lactate dehy-
drogenase [Tarmy and Kaplan, 1968], an increase in the
flux into lactate is expected.

Huerta-Beristain et al.

37



RESULTADOS Y DISCUSION

GLUCOSE
PEP
PYR ¥ t--» Xylose
GeP ?——TGIucose ATP
l ADP  ATP ADP
i F6P Pentose
phosphate
ADP d PFKAE pathway
F1,6DP
DHAP > G3p < <
+Pi

Fig. 2. Central anaerobic metabolic path- NADH + H+ q
way of E. coli KO11. Ec=E. coli; Bs= B. stea- i
rothermophilus; Zm = Z. mobilis; PTS = ADP  — PGK
phosphotransferase system; GALPg, = ga- ATP q =
lactose-glucose-xylose permease; XylFGH 3PG
= ABC xylose transporter; XylE = xylose
symporter. Enzymes: PFKAg. = phospho-
fructokinase A; PGKg, = phosphoglycerate
kinase; PYK s, = heterologous pyruvate ki- ADP PEP Fxﬁﬁs
nase; PYKA = pyruvate kinase A, PYKF = pYKFZ PDC .
pyruvate kinase F; PFL = pyruvate formate mo : R
lyase; LDH = lactate dehydrogenase; 1 " BRAR
PTA = phosphotransacetylase; ACK = ac- PRL
etate kinase; ACDH = acetaldehyde dehy- J, NARH-LHNARTREOR, NADH + H+
drogenase; ADHE = alcohol dehydro- . PN SACOH A - xcaD /ADHII
genase; PDCyp,, = pyruvate decarboxylase; NACH +H Pi NADH + H* \ zm
ADHIly,, = alcohol dehydrogenase. Me- LDH PTA ol ADHE NAD*
tabolites:_ G6P = glucose-6-phosphate; NAD* NAD*
F6P = fructose-6-phosphate; F1,6DP =
fructose-1,6-diphosphate; G3P = glyceral- Acetyl-p
dehyde-3-phosphate; DHAP = dihydroxy- ACK K ADP
acetone phosphate; 1,3DPG = 1,3-diphos- ATP
phoglycerate; 3PG = 3-phosphoglycerate; v 7 v v
PEP = Phosphoenolpyruvate; PYR = pyru- LACTATE FORMATE ACETATE ETHANOL

vate; AC-ALD = acetaldehyde.

In S. cerevisiae resting cells, the overexpression of the
gene coding for PFK increases the glycolytic flux under
aerobic conditions (where ATP generation by respira-
tion is 5-fold higher than in growing cells), but not un-
der anaerobic conditions where ATP formation occurs
only by substrate level phosphorylation [Lagunas et al.,
1982]. Schaaff et al. [1989] and Hauf et al. [2000] report-
ed that no increase in glycolytic or ethanol flux could
be achieved with the individual, combinatorial or si-
multaneous overexpression of glycolytic genes in S.
cerevisiae. In other work, a 1.4- to 11-fold increase in the
PFK activity in Lactococcus lactis caused both the
growth rate and the glycolytic flux to decrease slightly

PDC Limits Ethanol Flux in KO11

[Koebmann et al., 2002a]. Higher PFKg, activity can in-
crease flux to PEP, and if PYKg, is limiting the flux to
pyruvate; therefore the in vivo activity of PFKg, could
be reduced by PEP allosteric inhibition. Possibly, as
found by Emmerling et al. [2000], the flux to lactate or
ethanol could be increased it the genes coding for PFKg,
and PYKgp, are overexpressed simultaneously. Never-
theless, this experiment was performed in batch cul-
tures and no increase in glycolytic flux or ethanol pro-
duction rate was detected (data not shown). Therefore,
it can be assumed that there are other steps that could
be limiting the flux from glucose or xylose to pyruvate,
or pyruvate to ethanol.
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PYK catalyzes the conversion of PEP and ADP into py-
ruvate and ATP. In this work, the increase in the enzy-
matic activity of PYKg, in KO11, led to a reduced glyco-
lytic flux (fig. 3, 4). It is known that ATP has a significant
in vivo inhibitory effect over phosphotructokinase (PFK)
and PYK. Nevertheless, perhaps other kinases, such as the
phosphoglycerate and acetate kinases, are inhibited as
well, as happens in S. cerevisiae [Larsson etal., 2000]. Fur-
thermore, it has been suggested for S. cerevisiae and veri-
fied for E. coli, both grown under aerobic conditions, that
a high ATP demand causes an increase in glycolytic flux
[Koebmann et al.,, 2002b; Larsson et al., 2000]. Under the
non-aerated conditions used in our work, ATP produc-
tion is covered by glycolysis and acetate production. An
increased level of PYKg; did not modify the ethanol flux,
but did decrease the glucose and xylose consumption
rates. Less acetate was produced using both carbon sourc-
es (fig. 4), reducing the ATP yield, which in conjunction
with the high increment in PYK activity could provoke a
metabolic burden that negatively affects the sugar con-
sumption rate. [n addition, the flux into lactate was in-
creased, probably because of the higher pyruvate avail-
ability and LDH activation by increased levels of this me-
tabolite [Tarmyand Kaplan, 1968] andapossiblelimitation
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ppfkec  ppykes ppdczm

pTrc99A ppfkec  ppykss ppdczm

to channel pyruvate excess to ethanol. These results sug-
gested that elimination of competing pathways, such as
the one for lactate synthesis, and an increase in the ac-
tivities of enzymes of the ethanologenic heterologous
pathway could increase carbon flow to ethanol in KO11.

PDCy,, Activity Limits Carbon Flux to Ethanol

When strain KO11 was grown under anaerobic condi-
tions, it produced ethanol, lactate, acetate and formate
(fig. 2, 4). In strain KO11/ppdcz, , 7-fold PDCpgy, activity
amplification did not increase the ethanol flux during the
exponential phase on glucose cultures (fig. 3E). The spe-
cific glucose consumption rate was not affected under
these conditions (fig. 3C). During the stationary phase,
PDCj, increased activity, significantly decreased acetate
and formate fluxes, and the glucose uptake rate was in-
creased by 8.3%; the combination of these factors in-
creased the ethanol flux by 29%. When xylose was used as
the carbon source, the specific xylose consumption rate
and ethanol flux increased by 68 and 40%, respectively,
during the growth phase (tig. 3D, F). During the station-
ary phase, fluxes to acetate and formate were reduced by
10-and 25-fold in comparison with control culture (KO11/
pTrc99A), the xylose consumption rate increased by 14%,
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Fig. 4. Summary of results for the station-
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and the ethanol flux increased by 40%. These results with
both sugars demonstrated that PDCy,, activity in KO11 is
limiting and hence positively controls the flux to ethanol
formation, since a 7-fold amplification of its activity
caused a 1.3-fold increase into the ethanol flux. It was also
observed that increased PDCpg,, activity stimulates glu-
cose and xylose consumption rates.

When xylose was used with strain KO11/ppdcg,,, with
the exception of the flux into acetate, all other carbon
tluxes (formate and lactate flux) were lower in compari-
son with the fluxes observed in the cultures with glucose.
We suggest that the lower ATP yield attained when xylose
is used as carbon and energy source (0.67 mol of ATP per
mol of xylose) caused a low energy state in the cell that
induced the ACK-PTA pathway (fig. 2), probably chan-
neling more pyruvate into acetate and thus increasing
ATP availability. Estimated CO, values are included in
tigure 4 to show that carbon balance fits close to 100% for
experiments with strain KO11 transformed with either
plrc99A or ppdez,. Some glucose was missing in experi-
ments with ppfkAg. and ppykg,. It is suggested that more
CO, was produced in other pathways (like the pentose
phosphate pathway and formate conversion to CO,), and
some carbon was directed to other metabolites that we
did not measure (i.e. glycerol).

Ethanol Yield and Physiological Explanation

Amplification of some enzymatic activities tested in
this work had a strong impact on flux distribution, and
therefore in sugar conversion to ethanol (table 2). In com-

PDC Limits Ethanol Flux in KO11

parison with the control strain KO11/pTrc99A, no sig-
nificant change was observed in ethanol yield when ac-
tivities for GALP, PFKg,, PGKg. and PYK g, were ampli-
tied in cultures using glucose. When xylose was utilized,
no change was observed with PGKp,, but a reduction of
25 and 15% in ethanol yield was observed for PFK . and
PYKp,, respectively. However, an improvement of 27% in
yield was observed when PDCp,, was overexpressed us-
ing either glucose or xylose. These data support the hy-
pothesis that PDCy,, is the limiting reaction in the KO11
ethanologenic strain and, in concordance with others
work, indicated that the glycolytic tlux is controlled by
reactions outside glycolysis [Koebmann et al., 2002b].
Underwood et al. [2002b] described that the ethanol
yield of a xylose fermenting KO11 in mineral salts medi-
um can be increased from 63 to 94% by addition of acetate
to the medium. In addition, a mutation in the ack gene
also increased the ethanol yield to 93%, identifying that
the need for acetate is due to a rapid reduction in acetyl-
CoA to ethanol, at the expense of carbon for glutamate
synthesis to overcome the osmotic effect of 90 g/1 xylose
in the medium. These studies suggested that the PDC ac-
tivity level does not limit the ethanol yield. However, since
the concentration of sugars used in the present study was
only 40 g/, a significant osmotic effect is not expected.
Underwood et al. [2002a, b] also described that a reduc-
tion in the level of NADH, which is an allosteric inhibitor
of citrate synthase, through the addition of pyruvate or
acetaldehyde, or the replacement of the homologous E.
coli citrate synthase with a non-allosterically regulated
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Table 3. Strains and plasmids used in this work

Strain or plasmid Relevant genotype Source
Strains
E. coli XL1Blue recA Stratagene
E. coli B prototrophic ATCC11303
E. coli KO11 E. coli B Afrd, pfl:pdc adhB cat Ohta et al. [1991]
Plasmids
(pTrc99A derivatives)
pgalPg. bla, galPg, Hernindez-Montalvo et al. [2003]
ppfkAg bla, pfkAg, Emmerling et al. [1999]
prekg. bla, pekg, This work
PPykss bla, pykp, Emmerling et al. [1999]
ppdcz,, bla, pdc,, This work
pUCI19 derivatives
pLOI276 bla, Py, pdc Conway et al. [1987D]
pTOPO derivatives
IpTOPO-pdc kan, pdcz,, This work

Ec = E. coli; Bs = B. stearothermophilus; Zm = Z. mobilis.

enzyme from Bacillus subtilis, increases the flux to etha-
nol. These data are in agreement with the results present-
ed here, because a larger flux to ethanol, mediated through
a higher PDC activity, reduces NADH availability and
therefore diminishes citrate synthase inhibition.

Altogether, these results demonstrate that PDCpg,, lim-
its the flux to ethanol through a decrease in the NADH
availability in glycolysis, and competes directly for the
pyruvate pool with fermentative branches in strain KO11.
However, it cannot be discarded that part of the glyco-
lytic flux control may be distributed over other glycolyt-
ic reactions of the pathway, perhaps in combination with
ATP-consuming processes.

Experimental Procedures

Strains and Plasmids

The strains and plasmids used in this work are listed in table 3.
The prototrophic ethanologenic E. coli strain KO11 [Ohta et al.,
1991], an E. coli B derivative, was used in all fermentation experi-
ments. Strain XL1Blue was used for plasmid propagation and am-
plification. Strain KO11 was used as the host to study the effect of
the modulated expression of genes coding for selected enzymes.
For all the recombinant DNA techniques, cells were grown in LB
agar plates [Maniatis et al., 1982] containing 20 g/l of glucose.
Ampicillin was used for selection and propagation of flask cul-
tures at 200 and 50 mg/1 in fermentation experiments. Transfor-
mation with the plasmids shown in table 3 was performed using
the standard CaCl, chemical method to generate KO11 competent
cells [Maniatis et al., 1982]. Stock cultures were stored in 40%
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glycerol at -70°C. Working cultures were transferred to LB solid
medium containing 2% glucose or xylose and chloramphenicol
(40 mg/1) for KO11, and chloramphenicol and ampicillin for KO11
containing pTrc99A™ derivatives.

The full-length gene sequence for pgkp was obtained by poly-
merase chain reaction (PCR) amplification using specific primers
designed according to the known sequences reported in WIB Ar-
gonne National Laboratory (http://www.kegg.com/). The nucleo-
tide sequences of primers used are 5'-C GAG AGG ATC ACCATG
GCG TGA ATT AAG ATG ACC G-3" and 5'-C GAC GGT ACC
GTGATT TTT TAC TTC TTA GCG CGC-3' (initial and termi-
nal codons are highlighted in bold type and recognition sequenc-
es for Nco I and Kpn I are underlined). The PCRs using genomic
DNA as template from E. coli B were as follows: 1 cycle of 10 min
at 95°C; 30 cycles of 1 min at 95°C, 1 min at 55°C, 3 min at 68°C,
and 1 cycle of 10 min at 68°C. This fragment (1.2 kb) was simul-
taneously digested with Ncol and Kpnl, purified, and cloned in
pLrc99A™ (previously digested with the same two restriction en-
zymes). ppgkg. (5.33 kb) construction was verified by restriction
analysis and enzymatic activity.

The pdcz, gene was amplified by PCR using DNA from plas-
mid pLOI276 [Conway et al., 1987a] as template. Primers used for
the amplification of pdcz, were 5'-GT CGG CCG GCC AAG GAG
GAG TAA GCA ATG AGT TAT ACT GTC GG-3" and 5'-GG
CGC GCC TTA CGG CTG TTG GCG GGC AGC-3' (initial and
terminus codons are highlighted in bold type and recognition se-
quences for Fsel and Ascl are underlined). The resulting fragment
(1.72 kb) was cloned in pCR-BluntII-TOPO™, to obtain plasmid
IpTOPO-pdcz,. This plasmid was digested with EcoRV (5’ end)
and BamHI (3" end) and the 1.77-kb fragment containing gene pd-
czm was purified and cloned in pTrc99A™ (previously digested
with Smal and BamHI). The resulting plasmid ppdcz,, (5.95 kb)
was verified by restriction analysis and enzymatic activity.
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Inocula Development

Three fresh colonies were transferred to culture tubes con-
taining 3 ml of LB. Suspensions were transferred to 500-ml coni-
cal flasks containing 200 ml of medium LB-glucose (2%), and in-
cubated for 12 h at 35°C and 120 rpm (C24C shaking incubator,
New Brunswick Scientific Inc., New Brunswick, N.J., USA) with
proper antibiotics. Enough cells were spun down to obtain an ini-
tial ODggp um of 0.1 (roughly equivalent to 0.037 gpew/l) in all
cultures.

Media Composition and Culture Conditions

Batch fermentations were performed with M9 mineral medi-
um [Maniatis et al., 1982] supplemented with 40 g/1 of glucose or
xylose (pH adjusted to 7.0 with 2 N KOH), per liter: 6 g Na,HPO,,
3gKH,POy4 1 gNH Cland 0.5 g NaCl. The following components
were sterilized by filtration and then added (per liter of final
medium): 2 mlof 1 M MgSO,-7H,0, 1 ml of 0.1 M CaCl,, 1 ml of
1 mg/ml thiamine-HClL. Cultures were carried out in fleaker
mini-fermentors [Beall et al., 1991] containing 200 ml medium,
50 mg/l of ampicillin and 0.1 mM of isopropyl-B-D-thiogalacto-
pyranoside, without aeration, at 35°C, pH 7, and 100 rpm. pH was
maintained constant with KOH 2 N automatic additions. All fer-
mentations were carried out one time in duplicate; average and
standard errors are shown in plots and tables.

Analytical Methods

Growth was determined spectrophotometrically as optical
density at 600 nm (DU-70, Beckman Instruments, Inc. Fullerton,
Calif., USA) and converted to dry cell weight per liter using a
calibration curve (1 optical density = 0.37 gpcw/1). Samples were
centrifuged and cell-free culture broth was frozen until analysis.
Acetic, formic, succinic, lactic, and pyruvic acids were deter-
mined by HPLC analysis (Waters U6K, Millipore Co., Milford,
Mass., USA), using an Aminex HPX-87H ion exclusion column
(300 x 7.8 mm; Bio-Rad Laboratories, Hercules, Calif., USA), 5.0
mM H,SOy solution was used as mobile phase (0.5 ml/min) at
50°C and a photodiode array detector at 210 nm (Model 996, Wa-
ters, Millipore Co.). Glucose was determined with an enzymatic
analyzer (Model 2700, Yellow Spring Instruments, Co. Inc., Yel-
low Springs, Ohio, USA). Ethanol was analyzed by gas chroma-
tography using n-butanol as internal standard (6850 Series GC
System, Agilent, Wilmington, Dela., USA).

Enzyme Activity Determinations

Cells in exponential growth phase (6 h of fermentation in pH-
controlled mini-fleakers) were harvested by centrifugation
(10,000 g for 10 min), washed twice with 50 mM sodium phosphate
buffer (pH 7.2 at 4°C), resuspended in the same buffer, and dis-

References

198.

Beall DS, Ohta K, Ingram LO: Parametric stud-
ies of ethanol production from xylose and
other sugars by recombinant Escherichia
coli. Biotechnol Bioeng 1991;38:296-303.

PDC Limits Ethanol Flux in KO11

Aristidou A, Penttild M: Metabolic engineering
applications to renewable resource utiliza-
tion. Curr Opin Biotechnol 2000;11:187-

rupted by sonication using four 15-second pulses in a cold bath
(Ultrasonic Disrupter, Soniprep 150). The cell debris was removed
by centrifugation (10,000 g, 10 min, 4°C), and the resulting crude
cell extracts were immediately used to determine enzymatic ac-
tivities. Enzyme activities were determined spectrophotometri-
cally (Biomate 5, ThermoSpectronic), coupling reactions to
NADH"* reduction (extinction coefficient of 6.22 cm™ mM™?) at
340 nm and 30°C. One international unit (IU) of specific enzyme
activity was defined as the amount of enzyme required to convert
1 mmol of substrate into the specific product per minute per mil-
ligram of protein. Protein concentrations were measured using
the Lowry method [Lowry et al., 1951]. All determinations were
performed in triplicate. Enzyme activities were estimated by re-
ported methods: Maitra and Lobo [1971] for PFK and PGK; Sakai
et al. [1986] for PYK; and Hoppner and Doelle [1983] and Marti-
nez et al. [1999] for PDC.

Parameter Calculations

Specific growth rates were calculated as the slope of linear re-
gressions of the In of gpcw/l vs. time during the exponential
growth phase. Specific rates of glucose or xylose consumption (qs),
ethanol production (qg:.on), and fermentation product produc-
tion (acetate, formate, lactate, etc.) were estimated as the specific
growth rate multiplied by the corresponding yield on cell mass
formation during the exponential phase. Specific rates were also
estimated during the stationary phase, as the ratio between glu-
cose consumption or product formation, and the product of aver-
age dry cellular weight and elapsed time at the onset of stationary
phase and glucose depletion. Fluxes during this phase are reported
in millimoles of carbon per gpcw per hour (mmole,pon/Spcwh)-
Carbon recovery was estimated from these data, assuming that no
biomass was formed during this time, and that stoichiometric
amounts of carbon dioxide and ethanol are produced.

Acknowledgements

Strains and plasmids were provided by Dr. Lonnie O. Ingram
(KO11, pLOI276), and Uwe Sauer (ppfkg. and ppykpy). We thank
Mercedes Enzaldo, Juan Hurtado-Ramirez and Arturo Ocadiz-
Ramirez for technical assistance, E. Lopez and P. Gaytan for oli-
gonucleotide synthesis, and Susana Romero for IpTOPO-pdcy,
construction. This work was supported by the Mexican Council of
Scienceand Technology (CONACYT) grants: CONACYT -SAGAR-
PA 2004-C01-224 and CONACyYT - Estado de Morelos MOR-
2004-C02-048. G.H.-B. held a scholarship from CONACyT.

Back A, Sawers G: Fermentation; in Neidhardt
FC (ed): Escherichia coli and Salmonella.
Cellular and Molecular Biology. Washing-
ton, American Society for Microbiology
Press, 1996, vol 1, pp 262-282.

Conway T, Osman YA, Konnan ]I, Hoffmann
EM, Ingram LO: Promoter and nucleotide
sequences of the Zymomonas mobilis pyru-
vate decarboxylase. | Bacteriol 1987a;169:
949-954,

T Mol Microbiol Biotechnol 2008;15:55-64 63

42



RESULTADOS Y DISCUSION

Conway T, Sewell GW, Osman YA, Ingram LO:
Cloning and sequencing of the alcohol dehy-
drogenase IT gene from Zymomonas mobilis.
] Bacteriol 1987b;169:2591-2597.

Emmerling M, Bailey JE, Sauer U: Glucose ca-
tabolism of Escherichia coli strains with in-
creased activity and altered regulation of key
glycolytic enzymes. Metab Eng 1999;1:117-
127.

Emmerling M, Bailey JE, Sauer U: Altered regu-
lation of pyruvate kinase or co-overexpres-
sion of phosphofructokinase increases gly-
colytic fluxes in resting Escherichia coli.
Biotechnol Bioeng 2000;67:623-627.

Flores S, Gosset G, Flores N, de Graaf AA, Boli-
var F: Analysis of carbon metabolism in
Escherichia coli strains with an inactive
phosphotransferase system by *C labeling
and NMR spectroscopy. Metab Eng 2002;4:
124-137.

Garay-Arroyo A, Covarrubias AA, Clark [, Nifio
[, Gosset G. Martinez A: Response to differ-
ent environmental stress conditions of in-
dustrial and laboratory Saccharomyces cere-
visiae strains. Appl Microbiol Biotechnol
2004:63:734-741.

Gonzalez R, Tao H, Purvis JE, York SW, Shan-
mugam KT, Ingram LO: Gene array-based
identification of changes that contribute to
ethanol tolerance in ethanologenic Esche-
richia coli: comparison of KO11 (Parent) to
LYOl (Resistant Mutant). Biotechnol Prog
2003;19:612-623.

Gonzalez R, Tao H, Shanmugam KT, York SW,
Ingram LO: Global gene expression differ-
ences associated with changes in glycolytic
flux and growth rate in Escherichia coli dur-
ing the fermentation of glucose and xylose.
Biotechnol Prog 2002;18:6-20.

Hauf ], Zimmermann FK, Muller §: Simultane-
ous genomic overexpression of seven glyco-
lytic enzymes in the yeast Saccharomyces
cerevisiae. Enzyme Microbiol Technol 2000;
26:688-0698.

Herndndez-Montalvo V, Martinez A, Herndn-
dez-Chdvez G, Bolivar F, Valle F, Gosset G:
Expression of galP and glk in a Escherichia
coli PTS mutant restores glucose transport
and increases glycolytic flux to fermentation
products. Biotechnol Bioeng 2003;83:687-
694,

Herndndez-Montalvo V, Valle F, Bolivar F, Gos-
set G: Characterization of sugar mixtures
utilization by an Escherichia coli mutant de-
void of the phosphotransferase system. Appl
Microbiol Biotechnol 2001;57:186-191.

Himmel ME, Adney WS, Baker JO, Elander R,
McMillan JD, Nieves RA, Sheehan J], Thom-
as SR, Vinzant TB, Zhang M: Advanced bio-
ethanol production technologies: a perspec-
tive. ACS Symp Ser 1997;666:2-45.

Hoppner TC, Doelle HW: Purification and ki-
netic characteristics of pyruvate decarboxyl-
ase and ethanol dehydrogenase from Zy-
momonas mobilis in relation to ethanol
production. Eur ] Appl Microbiol Biotechnol
1983;17:152-157.

Ingram LO, Gomez PF, Lai X, Moniruzzaman
M, Wood BE, Yomano LP, York SW: Meta-
bolic engineering of bacteria for ethanol pro-
duction. Biotechnol Bioeng 1998;58:204-
214.

Ingram LO, Aldrich HC, Borges ACC, Causey
TB, Martinez A, Morales F, Saleh A, Under-
wood SA, Yomano LP, York SW, Zaldivar J,
Zhou S: Enteric bacterial catalyst for fuel
ethanol production. Biotechnol Prog 1999;
15:855-866.

Koebmann BJ, Andersen HW, Solem C, Jensen
PR: Experimental determination of control
of glycolysis in Lactococcus lactis. Antonie
van Leeuwenhoek 2002a;82:237-248.

Koebmann BJ, Westerhoff HV, Snoep JL, Nils-
son D, Jensen PR: The glycolytic flux in Esch-
erichia coli is controlled by the demand for
ATP. ] Bacteriol 2002b;184:3909-3916.

Lagunas R, Dominguez C, Busturia A, Saez MJ:
Mechanisms of appearance of the Pasteur ef-
fect in Saccharomyces cerevisiae: inactiva-
tion of sugar transport systems. ] Bacteriol
1982;152:19-25.

Larsson C, Pahlman I-L, Gustafsson L: The im-
portance of ATP as a regulator of glycolytic
flux in Saccharomyces cerevisiae. Yeast 2000;
16:797-809.

Lowry OH, Rosebrough NT, Farr AL, Randall RJ:
Protein measurement with the Folin phenol
reagent. ] Biol Chem 19515193:265-275.

Maitra PK, Lobo Z: A kinetic study of glycolytic
enzyme synthesis in yeast. ] Biol Chem 1971;
246:475-488.

Maniatis T, Fritsch EF, Sambrook J: Molecular
Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring
Harbor, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1982.

Martinez A, Rodriguez ME, Wells ML, York SW,
Preston | F, Ingram LO: Detoxification of di-
lute acid hydrolysates of lignocellulose with
lime. Biotechnol Prog 2001;17:287-293.

Martinez A, York SW, Yomano LP, Pineda VL,
Davis FC, Shelton JC, Ingram LO: Biosyn-
thetic burden and plasmid burden limit ex-
pression of chromosomally integrated heter-
ologous genes (pdc, adhB) in Escherichia coli.
Biotechnol Prog 1999;15:891-897.

Nelleman L], Holm F, Atlung T, Hansen FG:
Cloning and characterization of the Esche-
richia coli phosphoglycerate kinase (pgk)
gene. Gene 1989;77:185-191.

64 T Mol Microbiol Biotechnol 2008;15:55-64

Ohta K, Alterthum F, Ingram LO: Effects of en-
vironmental conditions on xylose fermenta-
tion by recombinant Escherichia coli. Appl
Environ Microbiol 1990;56:463-465.

Ohta K, Beall DS, Shanmugam KT, Ingram LO:
Genetic improvement of Escherichia coli for
ethanol production: chromosomal integra-
tion of Zymomonas mobilis genes encoding
pyruvate decarboxylase and alcohol dehy-
drogenase II. Appl Environ Microbiol 1991;
57:893-900.

Rogers PL, Lee KJ, Tribe DE: Kinetics of alcohol
production by Zymomonas mobilis at high
sugar concentrations. Biotechnol Lett 1979;
1:165-170.

Sakai H, Susuki K, Imahori K: Purification and
properties of pyruvate kinase from Bacillus
stearothermophilus. ] Biochem 1986;99:
1157-1167.

Schaaff [, Heinisch ], Zimmermann FK: Over-
production of glycolytic enzymes in yeast.
Yeast 1989;5:285-290.

Snoep JL, Yomano LP, Westerhoff HV, Ingram
LO: Protein burden in Zymomonas mobilis:
negative flux and growth control due to
overproduction of glycolytic enzymes. Mi-
crobiology 1995;141:2329-2337.

Stephanopoulos G: Metabolic tluxes and meta-
bolic engineering. Metab Eng 1999;1:1-11.

Tao H, Gonzalez R, Martinez A, Rodriguez M,
Ingram LO, Preston JF, Shanmugam KT: En-
gineering a homo-ethanol pathway in Esch-
erichia coli:increased glycolytic flux and lev-
els of expression of glycolytic genes during
xylose fermentation. J Bacteriol 2001;183:
2979-2988.

Tarmy EM, Kaplan NO: Kinetics of Escherichia
coli BD-Lactate dehydrogenase and evidence
for pyruvate-controlled change in confor-
mation. ] Biol Chem 1968;243:2587-2596.

Underwood SA, Buszko ML, Shanmugam KT,
Ingram LO: Flux through citrate synthase
limits the growth of ethanologenic Esche-
richia coli KO11 during xylose fermentation.
Appl Environ Microbiol. 2002a;68:1071-
1081.

Underwood SA, Zhou S, Causey TB, Yomano LP,
Shanmugam KT, Ingram LO: Genetic chang-
es to optimize carbon partitioning between
ethanol and biosynthesis in ethanologenic
Escherichia coli. Appl Environ Microbiol
2002b;68:6263-6272.

Vellanoweth RL, Rabinowitz JC: The influence
of ribosome-binding-site elements on trans-
lational efficiency in Bacillus subtilis and
Escherichia coli in vivo. Mol Microbiol 1992;
6:1105-1114.

Waygood EB, Sanwal BD: The control of pyru-
vate kinases of Escherichia coli. 1. Physico-
chemical and regulatory properties of the
enzymes activated by fructose 1,6-diphos-
phate. ] Biol Chem 1974;249:265-274.

Huerta-Beristain et al.

43



RESULTADOS Y DISCUSION

8.2 SEGUNDA ETAPA: Papel de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
homoéloga (ZWFgJ) o heterdloga (ZWFzn) sobre el efecto de carga
metabolica en E. coli JM101

8.2.1 Introduccion

Escherichia coli es uno de los microorganismos mas utilizado para
controlar la expresion de genes homologos 6 heterdlogos y llevar a cabo
estudios basicos, de produccion de proteinas recombinantes o metabolitos de
interés comercial. Frecuentemente es necesario utilizar plasmidos multicopia
para lograr altos niveles de expresion, sin embargo esta estrategia conduce a
reducciones drasticas en la velocidad de crecimiento (u), debido (entre otros
factores) a incrementos en la demanda de: nucleotidos y energia para replicar
el plasmido; carga de ARN y ribosomas; aminoacidos y poder reductor para
sintetizar la(s) proteina(s). La ingenieria metabdlica permite dirigir el flujo de
carbono a través de vias deseadas y potencialmente abatir la demanda de
precursores. En esta parte del trabajo se evalué como la generacion de poder
reductor (NADPH o NADH) permite recuperar la u en cepas de E. coli con carga
metabolica. Se evaluo la generacion de NADPH y las relaciones NADPH/NADP+
y NADH/NAD* al sobre-expresar zwf (glucosa-6-fosfato deshidrogenasa)
homoéloga de E. coli (zwfe), 6 zwf de Zymomonas mobilis (zwfzm) en cepas
silvestres de E. coli.

Para evaluar si es posible evitar la reduccion en la velocidad de
crecimiento ocasionado en E. coli por la replicacion y transcripcion de
plasmidos multicopia, se evaluo el efecto fisiologico de incrementar la
disponibilidad de precursores metabdlicos de la via de las pentosas, asi como
la modificacion en las relaciones de NADPH/NADP* y NADH/NAD*. La
evaluacion 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 ZWFz, puede usar indistintamente cada uno de las coenzimas; NAD*
o NADP*, sin embargo, ZWFg: usa NAD* (con una Km de 1.7) o NADP* (con una
Km de 0.015): la afinidad por NAD* es baja en comparacion con NADP*
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(Csonka y Fraenkel 1977). En contraste ZWFz, puede usar indistintamente los
mismos coenzimas, pero a diferencia de ZWFg. 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 discusion

Las cepas JM101/pTrc99A y JM101/pZWFg. sin induccion por IPTG
mostraron una velocidad especifica de crecimiento (1) de 0.54 h-1y 0.49 h-l,
respectivamente. Estas velocidades son bajas en comparaciéon con JM101 (u =
0.66 h'1l). No obstante, cuando se indujo la expresion de zwfg. en JM101/
PZWFEg: con 1 pM de IPTG se observa un incremento en la pa 0.52 h'l, y a 0.38
h-1 con 10 pM, incrementando también la actividad enzimatica de 6 a 60
Ul/mgpror. A concentraciones mayores de inductor se obtiene una actividad
enzimatica mas elevada, pero la u se reduce.

En contraste, el efecto en la velocidad de crecimiento en JM101/pZWFzn
sin induccién por IPTG mostro una g de 0.51 h-!, y cuando es inducido con 1 a
30 uM de IPTG se observa un incremento en la @ de 0.55 h'! a 0.64 h'l. Asi
mismo, el nivel de actividad enzimatica se incrementa de 0.7 — 3.3 UI/mgpror.
A concentraciones mayores del inductor (100 pM) el nivel de actividad
enzimatica se incrementa, sin afectarse la velocidad especifica de crecimiento.

Los resultados indican que incrementos en el nivel de actividad de ZWF
homologa o heterdloga, aumentan el flujo de carbono a través del brazo
oxidativo de la via de las pentosas. Esto provoca cambios en la velocidad
especifica de crecimiento de E. coli JM101, debido a que algunos precursores
para biosintesis, como nucledtidos (necesarios para la trascripcion del
plasmido) y aminoacidos son sintetizados a partir de esta via. Sin embargo, la
sobreexpresion de zwf homologa no permite recuperar completamente la
velocidad especifica de crecimiento, aun cuando los niveles de actividad
enzimatica son muy elevados. No obstante, cuando se incremento el nivel de

ZWF de Z. mobilis, la velocidad especifica de crecimiento fue recuperada al

45



RESULTADOS Y DISCUSION

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 estan equilibrados. Por lo tanto, al forzar un mayor
flujo de carbono por el brazo oxidativo de la via de las pentosas, se genera
NADPH necesario para biosintesis y una mayor disponibilidad de NADH para
generacion de ATP, dando como resultado una completa recuperacion de la
velocidad especifica de crecimiento.

Por otro lado, las proporciones de NADH/NAD* en JM101/pZWFE: y
JM101/pZWFzn fueron similares, indicando que la induccion de ambas zwf
incrementa la disponibilidad de NADH, y probablemente la produccion de ATP.
De esta manera, también se encontro que los niveles de NADPH/NADP* fueron
reducidos cuando los niveles de actividad de ZWFg y ZWFzn fueron
incrementados; manteniendose una mayor proporcion en JM101/pZWFEg. que
en las cepas control (JM101/pTrc99A y JM101). Estos resultados sugieren que
la velocidad de crecimiento no se recupera completamente en JM101/pZWFEk.
debido probablemente al nivel elevado de NADPH. Sin embargo el nivel de
NADPH/NADP* fue mas bajo cuando fue inducido zwjfzm; el valor cuando la p
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 inhibicion de la citrato sintetasa en el TCA, (Lim et al.,
2002). La inhibicion 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 Martinez. 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 Recuperacion de la velocidad especifica de crecimiento de
E. coli pgi por incremento de los niveles de ZWFg. 6 ZWFz, junto con

GALPEe: y GLKEC:
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Figura 8.1. Velocidad especifica de crecimiento (U), (A) y actividad enzimatica
de ZWF (B) en la cepa transformante SM14/pZWFg-pvGlkGalP54 con
diferentes concentraciones de IPTG. Las cepas JM101, SM14 y SM14 /pTrc99A-
pCL1920 son controles.

La reduccion de la velocidad especifica de crecimiento en cepas de E. coli
bloqueadas en la via glucolitica se debe a un efecto combinado de la
interrupcion de la via per sey a la limitacion de ZWF para canalizar el flujo de
carbono hacia la rama oxidativa de la via de las pentosas; en condiciones

aerobicas (Flores et al., 2004; Kabir y Shimizu, 2003). Ademas, se ha reportado
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que la inactivacion del gen pgi ocasiona una limitacion en el transporte de
glucosa, debido a que la interrupcion en la glucdlisis provoca una acumulacion
de glucosa-6-fosfato, lo cual acelera la degradacion 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 sintesis de biomasa

(Kabir y Shimizu, 2003; Kimata et al., 2001).
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Figura 8.2. Velocidad especifica de crecimiento (U4), y actividad enzimatica de
ZWF en la cepa SM14/pZWFzn-pvGlkGalP54 con diferentes concentraciones de
IPTG. Las cepas SM14 y SM14/pTrc99A-pCL1920 son controles.

En base a esto, se evaludo el efecto sobre la velocidad especifica de

crecimiento de E. coli SM14 (JM101 pgr) por aumento en los niveles de ZWFEc o
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ZWFzn junto con GALPg:. y GLKEg: (Figuras 8.1 y 8.2). La evaluacion 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 /pZWFEepvGlkGalP54 y SM14 /pZWF zn-pvGlkGalP54.

Como se observa en la figura 8.1, la velocidad especifica de crecimiento
(u) es de solo 0.2 h'! para la cepa pgi, lo cual representa una reduccion del
70% en la yu en comparacion con la cepa progenitora (JM101, u = 0.66 h-1). La
cepa SM14 /pZWFge~pvGlkGalP54 sin induccién con IPTG mostré una pu de 0.2
h-! y al inducir con 30 y 100 uM de IPTG la p se incrementé a 0.34 h-l. La
actividad especifica de ZWF se incremento de 10 Ul/mgpror en SM14/pZWFEg.-
pvGlkGalP54 sin inducciéon a 260 Ul/mgpror cuando se induce con 30 uM 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/pZWFz,-pvGlkGalP54 sin induccion con IPTG
mostré una u= 0.22 h-! y al inducir con 100 uM de IPTG, la p incremento a
0.44 h-! (Figura 8.2A), mientras que la actividad especifica de ZWF se
incremento de 0.6 a 16.3 Ul/mgpror. (Figura 8.2B).

En resumen, las cepas SM14/pZWFEe-pvGlkGalP54 y SM14/pZWFzn-
pvGlkGalP54 mostraron una recuperacion parcial de la velocidad de
crecimiento respecto a la cepa JM101, equivalente a 51.5%, y 66.7%
respectivamente.

La sobreexpresion de zwfe: 0 zwfzm en conjunto con galP y glk (plasmido
pvGlkGalP54) en la cepa SM14, permitié incrementar la u debido a la
recuperacion del transporte y fosforilacion de glucosa y a un incremento en el
flujo de carbono hacia la via de las pentosas; para generacion de intermediario
de biosintesis y cofactores. Sin embargo, la u 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: Caracterizacion del metabolismo y fisiologia
de KO11 pgi y derivadas evolucionadas y modificadas para obtener una
cepa homoetanologenica que cataboliza la glucosa por la via de Entner-
Doudoroff

8.3.1 Construccion de la cepa KO11 pgi

Con el fin elucidar la respuesta del metabolismo central ocasionada por
la inactivacion del gen pgi en E. coli etanologénica cepa KO11, se construyo la
cepa KO11 pgi mediante la insercion dirigida de productos de PCR, estrategia
reportada por Datsenko y Wanner 2000. Para comprobar la interrupcion de gen

pgt se realizaron ensayos de PCR y actividad enzimatica.
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Figura 8.3. Patron de restriccion del PCR obtenido a partir de ADN
cromosomal de KO11 6 KO11 pgi. carriles de izquierda a derecha. Carril 1,
marcador 1 kb. Digestiones con Digestiones con Ncol.; lineas 2 y 3, KO11;
lineas 4 y 5, KO11 pgi. Digestiones con Kpnl.; lineas 6 y 7, KO11; lineas 8 y 9,
KO11 pgt.

PCR. Se amplifico con oligos especificos (Tabla 7.3) la region de 2016 y
1921 pb, 200 pb rio arriba y rio debajo de la region estructural del gen pgi en
la cepa sin inactivacion y con inactivacion del gen pgi. Adicionalmente para
analizar los productos de PCR, se realizaron digestiones especificas; con Kpnl

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 digestion con Ncol, generando dos
fragmentos, uno de 1163 pb y otro de =700 pb (Figura 8.3).

Actividad enzimdtica. Se determiné la actividad glucosa-6-fosfato
isomerasa (PGI) como lo reporta Peng y Shimizu (2003) (Anexo C). Se comprobo
que KO11 pgi no presentan actividad PGI, mientras que KO1l1l y JM101
presentaron valores de actividad especifica de PGI de 2.21 y 2.06 Ul/mgpror,

respectivamente.

8.3.2 Evaluacion de KO11 pgi y KO1l1 en medio mineral
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Figura 8.4. Cinéticas de crecimiento, consumo de azucar y produccion de
etanol de E. coli KO11 y KO11lpgi, condiciones no aireadas, medio mineral
(M9)-4% glucosa. Simbolos o KO11 pgi, e KO11.

Uno de los principales propésitos del presente trabajo consistié en

determinar si es posible canalizar el flujo de glucosa a través de la via de
Entner-Doudoroff (E-D) en lugar de la de Embder-Meyerhoff-Parnas (EMP); con
el fin de evaluar el desempeno del metabolismo central ocasionada por la
inactivacion del gen pgi en E. coli etanologénica KO11l en condiciones de
fermentacion usando medio mineral suplementado con glucosa (Figura 8.4).

E. coli pgi podria crecer dependiendo del flujo de carbono que se canalice
por la enzima ZWF hacia la via de las pentosas fosfato o de E-D, asi como a la
misma actividad que presenten estas vias alternas para el metabolismo de
glucosa. Asi, al parecer esta enzima y/o la vias mencionadas estan limitadas
para canalizar el flujo de carbono. Lo anterior da como resultado la
disminucion de los niveles de intermediarios necesarios para biosintesis celular
y en consecuencia un drastico decremento en las velocidades especificas de
crecimiento en condiciones aerobicas. Al parecer en las condiciones evaluadas
(no aireadas), E. coli KO11 pgi solo crece cuando hay oxigeno 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
reaccion catalizada por ZWF (Figura 3.1). De tal forma que se propuso que el
incremento en el nivel de las enzimas de la via de E-D de Z. mobilis en KO11
pgt podria incrementar el flujo de carbono a través de ZWF y este ser

canalizado a la sintesis de piruvato.

8.3.3 Construccion del plasmido pZEAzm
El plasmido pZEAz» fue construido mediante la amplificacion por PCR y
clonacion 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 especificos (Tabla 7.3) para cada gen a partir de ADN cromosomal de Z.
mobilis. La clonacion individual de los genes se realizo en el sitio Smal bajo el
control del promotor trc inducible por IPTG en el vector pTrc99A, obteniéndose
los plasmidos pZWFzn, pEDDzn y pEDAzn, para su conservacion fueron
transformados en la cepa DHS3a. Posteriormente, para formar el operon
artificial zwf-edd-eda de Z. mobilis, bajo el control del promotor trc en pTrc99A,
los plasmidos pZWFzn y pPEDDzn, se digirieron en el sitio Ncol, el primero libera
un fragmento de 1,700 pb que corresponde al gen zwf. Este fragmento fue
clonado en el sitio Ncol del plasmido pEDDzn, generando el plasmido
PZWFEDDzn. Después, el plasmido pEDAzn se digirié6 con Xbal y el fragmento
liberado de 651 pb, que corresponde al gen eda, se clono en el sitio Xbal del
plasmido pZWFEDDz, para obtener el plasmido pZEAz. (Figura 8.5), este
plasmido se analizé por patron de restriccion para comprobar que el marco de
lectura del operon sintético (genes zwf, edd y eda) de Z. mobilis quedara bajo la
regulacion del promotor trc inducible por IPTG. Se comprob6 por secuenciacion

la construccion del operon de Z. mobilis en el plasmido pZEAzm.
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Figura 8.5. Mapa del plasmido pZEAzx, con los genes zwf, edd y eda de Z.
mobilis bajo regulacion del promotor trc inducible por IPTG.
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8.3.4 Efecto de la sobreexpresion de zwfzm, eddzm y edazm en la

cepa KO11 pgi
La cepa KO11 pgi/pZEAzx, fue crecida en M9-20 g/L glucosa, con y sin
IPTG (100 uM); se evaluaron las velocidades especificas de crecimiento y la
actividad especifica de la via de E-D en células cosechadas después de 10

horas de iniciado los cultivos sin aireacion.
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Figura 8.6. Actividad enzimatica de la via de Entner-Doudoroff, en las cepas
KO11 pgi-y KO11 pgi-/pZEAzm, en cultivos sin IPTG y con 100 uM de IPTG (+]).
La cepa KO11 se uso como control.

Los resultados mostraron, que en comparacion a KO11 pgi, KO11 pgi
/PZEAzm sin y con induccion por IPTG present6é una actividad especifica de la
via de E-D 34.4 y 131.7 veces mayor, respectivamente (Figura 8.6). Sin
embargo, como ya se describio el crecimiento de KO1l1l pgi: en estas
condiciones es limitado y no fue posible que la expresion de los genes
contenidos en pZEAzn contarrestraran, en estas condiciones, el efecto de la
interrupcion en pgtr (Datos no mostrados). Lo resultados de actividad

enzimatica indican que la construccion es funcional, pero los datos de
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crecimiento también sugieren un efecto de carga metabdlica, ocasionada por la
transcripcion del plasmidos multicopia. Como se presento en la seccion 8.2.2,
se sabe que este fenomeno se presenta por incrementos en la expresion de
genes en plasmidos multicopia en E. coli (Flores et al., 2004, Huerta-Beristain
et al., 2009 en revision). Esto nos permitiéo plantear que parte del efecto de
carga metabolica, ademas de la demanda de ciertos intermediarios
metabolicos, puede ser debido a un desbalance del poder reductor
(proporciones NADPH/NADP* y NADH/NAD") (Huerta-Beristain et al., 2009 en

revision).

8.3.5 Evolucion adaptativa de KO1l1 pgi en cultivos no aireados

Biomasa (g/L)

0 240 480 720 960 1200 1440 1680
Tiempo (h)

Figura 8.7. Crecimiento de KO11l pgi y poblaciones derivadas sometida a
evolucion adaptativa en condiciones anaerdbicas en M9 con 4% glucosa. Cada
transferencia indicada por cada linea fue realizada cuando los cultivos
alcanzaban una DOgoonm alrededor de 1.0 (0.37 g/L biomasa) 6 cada 24 horas.
En base a las limitaciones en velocidad de crecimiento y canalizacion de
glucosa hacia la sintesis de etanol en la cepa KO11 pgi-, y a la habilidad de los
sistemas biologicos para adaptarse ante diferentes perturbaciones, ya sean
genéticas (inactivacion de un gen), metabodlicas o ambientales, mediante
mecanismos genéticos (introduccion de mutaciones espontaneas) y metabodlicos

(redistribucion de flujos) que involucra la evolucion adaptativa (Fong et al.,
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2005), se sometio a este tipo de evolucion a la cepa KO11 pgi- creciéndola en
condiciones anaerobicas en minifermentadores con 200 ml de M9 - 40 g/L de
glucosa, (35°C, 100 rpm y presion de seleccion Cloranfenicol 40 ug/ml) durante
60 dias (Figura 8.7). Cada minifermentadores se inoculaba con células del
minifermentador anterior y la DOesoonm inicial era de 0.01. Las muestras para
medir la DOsoonm fueron tomadas cada 24 horas.En estos cultivos se determino
la produccion de biomasa (Figura 8.7) y la produccion de etanol Los resultados
obtenidos muestran que la cepa KO11 pgi- mejoro su tq (tiempo de duplicacion)
de 138.6 h en el primer pase, a un tq = 3.65 h en la transferencia namero 35
La cepa evolucionada se denomin6é KO11 E35. Esto indica que la cepa KO11
pgt sufrié cambios a nivel genético y/o metabdlico que le permiten incrementar
la formacion de biomasa y en consecuencia la velocidad de crecimiento (Tabla

8.1).

8.3.6 Caracterizacion de la cepa KO11 pgi- E35.
Parametros cinéticos. Como parte de la caracterizacion de la cepa
KO11 E35, se realizo6 la evaluacion de los parametros cinéticos de fermentacion
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. Parametros cinéticos de fermentacién, durante la fase de
crecimiento exponencial de KO11 pgi y KO11 E35; en comparacion con la
cepa KO11.

KO11 | KO11 pgi- | KO11 E35
(b)) 0.49 0.005 0.12
Qs (gaic/gpew h) 4.69 0.213 1.5
Yp/s(gEtoH / gaic) 0.35 0.125 0.29
QEtoH (gEton/ gncw h) 1.02 0.035 0.39
gkoH (mlkon/gpcw h) 4.77 0.287 1.76
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Los resultados mostraron que la cepa KO11 E35 incremento su u, qs y
get-oH en 24, 7.1 y 11.1 veces en comparacion con la cepa KO11 pgi, (Tabla
8.1). En contraste, en comparaciéon con KO11, la u, gs y qet-on de KO11 E35
representa solo el 25, 32 y 38 % los valores de KO11, respectivamente, (Tabla
8.1). Ademas, no se encontré actividad enzimatica de PGI en E35. Estos
resultados sugieren que la cepa KO11 pgi- E35 sufri6 cambios a nivel genético
y/o metabodlico redirigiendo probablemente el flujo de carbono a través de las
via de las pentosas fosfato y de Entner-Doudoroff, como consecuencia de la
interrupcion de la via glucolitica. Adicionalmente, en la cepa KO11 E35 su qkon
(velocidad especifica de consumo de KOH) incremento de 0.28 a 1.76
mlkon/gpcw h, lo que muestra un incremento en el flujo de carbono hacia la
formacion de acidos organicos en comparacion con la cepa KO11 pgi-.

Determinacion de actividades enzimaticas clave. En base a estas
modificaciones de los parametros cinéticos de fermentacion en KO11 E35, se
evaluaron los niveles de actividades enzimaticas clave del metabolismo central
(ZWF, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; PGI, glucosa-6-fosfato isomerasa y E-
D, via 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 comparacion se
usaron las cepas KO11 y KO11 pgi-.

En la cepa KO11 E35, los niveles de las actividades enzimatica de ZWF
(usando NADP* como cofactor) y E-D se incrementaron en 11.5y 2.5 veces con
respecto a la cepa KO1l1l, 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 us6 NAD* como cofactor, la actividad de ZWF incremento 58.7
y 4.4 veces con respecto a KO11 y KO11 pgi (Tabla 8.2). Estos resultados
sugieren que la cepa evolucionada mejor6 el flujo de carbono a través de la
parte inicial de la via de las pentosas y de Entner-Doudoroff, mediante el
incremento de los niveles de ZWF, por un lado reduciendo la acumulacion de

glucosa-6-fosfato (intermediario que induce la degradacion del RNA mensajero
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de ptsG), y por otro incrementando el flujo de carbono a través de la via de E-
D. En consecuencia, una mayor cantidad de glucosa es introducida a la célula,
incrementando la p y su gqs con respecto a KO11 pgi. KO11 E35 presenta una
distribucion de flujo de carbono hacia la formacion de acético, formico y
lactico; mediante incrementos (entre el 30 y 70%, con respecto a KO11 y KO11
pgt) en el nivel de las actividades de ACK, PFL y LDH. Es factible asumir que
en este esquema metabdlico la cepa KO11 E35 tiene un bajo rendimiento
energético en condiciones anaerobicas. El incremento del flujo en la via de E-D
puede ser resultado de una desregulacion de la misma via, en base a que un
efecto de la evolucion adaptativa es la redistribucion de los flujos metabdlicos a
través de vias metabdlicas existentes (Fong et al., 2005), en este caso parte de

la via de las pentosas y la via de E-D.

Tabla 8.2. Actividades enzimaticas especificas (en Ul/mgpror) en las
cepas KO11, KO11 pgi y KO11 E35.

Actividad KO11 KO11 pgr | KO11 E35
ZWF (con diferente cofactor)

NADP* 0.17 0.32 1.95
NAD* 0.015 0.20 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 enzimaticas de vias que compiten por
piruvato se observo que: el nivel de actividad de PFL en la cepa KO11 E35
(Tabla 8.2) incrementé (alrededor de 30 y 60%) con respecto a las cepas

control. Asi mismo la actividad ACK aumenté 25% con respecto a KO11, sin
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embargo, en comparacion a KO11 pgi fue igual. Ademas el nivel de actividad
de LDH incremento 90 y 80% en KO11 E35 (Tabla 8.2) en comparacion a las
cepas KO11 pgi y KO11. Este incremento de actividad de LDH en KO11 E35,
puede deberse en parte a la acumulacion de piruvato intracelular (Tarmy y
Kaplan, 1968).

El nivel de actividad de PDC en la cepa KO11 E35 increment6 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). Ademas, la actividad de
ADH en la cepa KO11 E35 (Tabla 8.2) incrementoé 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 pgir permite incrementar la qrton, aunque esta sigue siendo menor a
la geton de la cepa KO11 con valores menores de actividad de PDC y ADH. Estos
resultados sugieren que la cepa KO11 E35 modifico su flujo de carbono a la
sintesis de acetato, con el fin de obtener ATP necesario para biosintesis, y de
lactato para regeneracion de poder reductor en forma de NAD*.

Actividad enzimatica de ZWF ante NAD* 6 NADP*. Los resultados
mostraron que la actividad de ZWF en la cepa KO11 E35 con respecto a KO11
se incrementé 11.5 y 58.7 veces usando NADP* 6 NAD* como cofactores,
respectivamente (Tabla 8.2), lo que indica que la enzima incremento su

concentracion y no mostr6é un cambio en la afinidad por los cofactores.

8.3.7 Efecto del incremento del nivel de ZWFzn 0 ZWFz, EDDzn y

EDAzm junto con GALPE: y GLKE: en KO11 E35
En base a los resultados anteriores y con el fin de incrementar el flux
glucolitico hacia la formacion de etanol en KO11 E35, se evalud el efecto
ocasionado por el incremento de ZWFzn o ZWFzn-EDDzn-EDAz» en conjunto
con GALPgc y GLKE: en E. coli KO11 E35 (KO11 E35/pZWFz,-pvGlkGalP54 y
PZEAzm-pvGlkGalP54). Los cultivos se realizaron en condiciones no aireadas,

en medio minimo M9, con 40 g/L de glucosa y se determinaron los parametros
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cinéticos de fermentacion de estas cepas transformantes con 50 uM de IPTG,
comparando los resultados con las cepas transformantes sin inducir y las
cepas control (Figura 8.8). La induccion de la expresion de los genes contenidos

en los plasmidos se realizo con 50 uM de IPTG.
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Figura 8.8. Parametros cinéticos de fermentacion de la cepa KO11
E35/pZWFz,-pvGlkGalP54 y KO11 E35/pZEAzn-pvGlkGalP54 con O y 50 uM
de IPTG crecidas en medio minimo M9, glucosa 40 g/L. KO11 pgi, KO11 E35 y
KO11 E35 /pTrc99A-pCL1920 son controles.
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Las cepas KO11 E35/pZWFzn-pvGlkGalP54 y KO11 E35/pZEAzm-
pvGlkGalP54 con una concentracion de 50 uM de IPTG incrementaron
ligeramente la sintesis de biomasa y velocidad especifica de crecimiento (Figura
8.8A) en comparacion a KO11 E35.

Con respecto a la velocidad especifica de producciéon de etanol. No se
observo un cambio significativo en las cepas KO11 E35/pZWFzn-pvGlkGalP54
y KO11 E35/pZEAzn-pvGlkGalP54 con y sin induccion por IPTG (Figura 8.8C),
respecto a KO11 E35/pTrc99A-pCL1920. Esto indica que la induccién de la
expresion de zwfzm 6 zwfzm, eddzm, edazm, en conjunto con glkec y galPec en la
cepa KO11 E35 no afecta la qget-on. Sin embargo como se puede ver en la grafica
de gs (velocidad especifica de consumo de glucosa) en KO11 E35/pZWFzn-
pvGlkGalP54 con induccion por IPTG incrementdé 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 redistribucion del flujo de carbono hacia la
formacion de acidos organicos.

Los resultados de la sobreexpresion de zwfzm en conjunto con glkec y
galPgc en la cepa KO11 E35 mostraron un incremento de la gs probablemente
debido al incremento del transporte y fosforilacion de glucosa (funcion que en
las cepas mutantes en pgi- esta limitado; Kimata et al.,, 2001) y probablemente
a un incremento en la disponibilidad de piruvato, que favorece la sintesis de
acidos organicos, mayoritariamente acido lactico, esto concuerda con el
aumento de actividad de LDH en KO11 E35 con respecto KO11 pgi-. Ademas, el
incremento en los niveles de ZWFz, permite proponer que se convierte
preferencialmente NAD* a NADH (y no NADP* en NADPH), haciendo que este
cofactor sea reciclado en vias fermentativas: en la sintesis de etanol y lactico.
De esta manera se evita la acumulacion de NADPH que inhibe el crecimiento
celular (Kabir y Shimizu, 2003). Este dato concuerda con los resultados
observados en SM14 (JM101 pgi) en condiciones aerdbicas, donde el

incremento de los niveles enzimaticos de ZWFzn, GLKg: y GALPg., permite
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recuperar en 67% la velocidad especifica de crecimiento con respecto a E. coli

JM101 (datos mostrados en la seccion 8.2.3).

8.4 Construccion de una cepa homoetanologénica.

La sobreexpresion de genes clave en KO11 E35 permite redirigir el flujo

de carbono de piruvato hacia la sintesis de lactato y acetato. Por tanto, para

canalizar un mayor flujo de carbono hacia la sintesis de etanol se propuso

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 denomino KO11 PPAL- (genotipo: KO11 E35 Aack-

pta::FRT, AldhA::FRT) o cepa homoetanologénica.

8.4.1 Caracterizacion de la cepa homoetanologénica KO11 PPAL-

Tabla 8.3. Parametros cinéticos de cultivos de KO11 E35 y KO11 PPAL-. La
cepa KO11 se uso6 con fines de comparacion. ND, Datos no determinados.

KO11 | KO11 E35 | KO11 PPAL-
u () 0.49 0.12 0.13
Qs (gacic/gpecw h) 4.69 1.5 1.65
Yp/s(geton/ gato) 0.48 0.29 0.25
gEtoH (gEtoH/ gbcw h) 1.02 0.42 0.41
Qacet (8acet /gpcw h) 0.63 0.55 0
QForm (gForm/gpcw h) 1.1 0.89 0.032
qract (gLact/ gpcw h) 0 0.11 0
gsuce (gsuce/ gncw h) ND 0 0.006
gFum (gFum/gpcw h) ND 0 0.002
gpyr (gpyr/gpcw h) ND 0 0.92

En E. coli KO11 PPAL- se evaluaron las velocidades especificas de

crecimiento, de consumo de glucosa y de produccion de etanol; asi como las

actividades enzimaticas de ZWF y de la via de Entner-Doudoroff, y de la via de

sintesis de etanol heterologa (PDC y ADH), en medio minimo M9 con glucosa
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40 g/L y condiciones no aireadas. Para fines de comparacion se usaron las
cepas KO11 y KO11 E35.

Los resultados mostraron que en KO11 PPAL- la u y qeton fueron iguales
a los observados en KO11 E35, aunado a esto, la gs es ligeramente mayor en la
cepa homoetanologénica (Tabla 8.3). En contraste, en comparacion con la cepa
parental KO11, los valores para u, gs y qet-on de KO11 PAPL- fueron alrededor
de una tercera parte (Tabla 8.3).

Estos resultados indican que la cepa KO11 PPAL- redirige su flujo
metabolico a través de la dos primeras reacciones de las pentosas fosfato y de
la via de Entner-Doudoroff, como consecuencia de la interrupcion de la via
glucolitica cuando metaboliza glucosa como fuente de carbono.

Adicionalmente, en la cepa KO11 PPAL- se cuantificaron los productos de
fermentacion y se comprobdé que no produce acético ni lactico, sin embargo
acumula pequenas cantidades de formico, succinico, fumarico y piruvato
(anexo B.3). Cabe mencionar que esta cepa homoetanologénica es capaz de
crecer en medio minimo con glucosa como fuente de carbono bajo condiciones

no aireadas usando la via de Entner-Doudoroff como tinica via metabodlica.

Tabla 8.4. Comparacion de los niveles de diferentes actividades enzimaticas
en las cepas KO11, KO11 E35 y KO11 PAPL-.

ACTIVIDAD ESPECIFICA | 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 especifica de ZWF y E-D del metabolismo central y de la via
heterdloga de formacion de etanol (PDC, y ADH); encontrando un incremento
en la actividad enzimatica 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 via 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 via de las pentosas y de la via de Entner-Doudoroff,
mediante el incremento de actividad de ZWF. Este incremento de ZWF evita la
acumulacion de Glucosa-6-fosfato (intermediario que induce la degradacion del
RNA mensajero de ptsG; Kimata et al., 2001) aunque el consumo de glucosa no
incremento, sin embargo la velocidad de crecimiento permanece igual a la cepa
KO11 E35 (Tabla 8.3).

Ademas el incremento de la via de E-D en KO11 E35 y KO11 PPAL- es
probablemente debido a una desregulacion de la via, por efecto de la evolucion
adaptativa; o a la necesidad de la célula para evitar la acumulacion intracelular
de 2-ceto-3-deoxi-6-fosfogluconato, intermediario que es toxico en la célula y
provoca un efecto bacteriostatico (Fuhrman et al., 1998), redistribuyendo los
flujos metabolicos a través de vias metabolicas 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 KO11l E35 (Tabla 8.4). Esto indica que la
actividad de PDC y ADH tanto en la cepa KO11 PPAL- como en KO11 E35
probablemente estan limitando el flujo de piruvato a etanol, en consecuencia
en KO11l PPAL- hay una acumulacion de piruvato y probablemente una
acumulacion de PEP la cual puede ocasionar una inhibicion de enzimas (como
glucocinasa) de glucdlisis 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 ZWFz, o la via de E-D heterdloga, con el
proposito de incrementar el consumo de glucosa y canalizar el flujo hacia la

sintesis de piruvato a través de la via de E-D.
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8.5.2 Caracterizacion del incremento del nivel de ZWFz, o ZWFzn,
EDDzn y EDAz» junto con GALPg. y GLKEe: en KO11 PPAL-

Se evaluo el efecto sobre la velocidad especifica de crecimiento, de
consumo de glucosa, de formacion de etanol y otros productos de
fermentacion, en la cepa KO11 PPAL-/pZWFz,-pvGlkGalP54 y KO11 PPAL-
/PZEAzm-pvGlkGalP54. Los controles fueron KO11, KO11 PPAL- y KO11 E35.
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Figura 8.9. Parametros cinéticos de cultivo de KO11 PPAL /pZWFzn-
pvGlkGalP54 y KO11 PPAL-/pZEAzn-pvGlkGalP54 durante la fase exponencial
(graficas izquierda) y estacionaria (graficas derecha), en medio minimo M9,
glucosa 40 g/L y 50 uM de IPTG en condiciones no aireadas. KO11 E35 y KO11
PPAL- fueron controles.

Durante el crecimiento en fase exponencial del cultivo, KO11 PPAL-
/PZWF zm-pvGlkGalP54 mostré una p y qeton 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 mostré una u, qs ¥ qeton de 0.022 h-l, 1.2 gaic/gpew h y 0.41
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getoH/ gpcw h, respectivamente, los tres parametros son menores con respecto a
las cepas control. En cuanto a la velocidades especificas de formacion de
productos de fermentacion durante la fase exponencial (Anexo B.3) la cepa
KO11 PPAL- y sus dos transformantes, no producen acético, ni lactico, como
era de esperarse, a diferencia de la cepa KO11 E35 que produce estos acidos
organicos.

Durante la fase estacionaria del cultivo, KO11 PPAL-/pZWFzn-
pvGlkGalP54 mostro una gs y qet-on iguales a la cepa KO11 PPAL- (Figura 8. 9),
sin embargo con respecto a la cepa KO11 E35 la qs y qeton €s mayor en 76 y
54%. Por otro lado, KO11 PPAL-/pZEAzn-pvGlkGalP54 mostré una qs y qgt-oH
de 1.3 gaic/gncw h y 0.28 grion/gocw h (Figura 8.9), respectivamente, los dos
parametros son mayores con respecto a KO11 PPAL-.

En el caso de KO11 PPAL-/pZEAzn-pvGlkGalP54 se encontro un ligero
flujo a acetato, lactato y formato con respecto a KO11 PPAL-. Probablemente
favorecido a través de otras vias de sintesis y por acumulacion de piruvato
intracelular (anexo B.4).

Por otro lado, los niveles de actividad especifica en KO11 PPAL-/pZWF zp-
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
ZWFzmn, GLKg: y GALPE: en la cepa KO11 PPAL- ocasionan un incremento en la
velocidad especifica consumo de glucosa, aunque la velocidad especifica de
crecimiento y de produccion 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 especifica de KO11 PPAL /pZEAzn-pvGlkGalP54 con
respecto a KO11 PPAL-, fueron para ZWF 6 veces mayor, para la via de E-D
incremento 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 ZWFzn, EDDzn, EDAzn, GLKE: y GALPE: en la cepa KO11 PPAL- ocasionan un
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efecto negativo sobre la U, qs y qet-on disminuyendo estos parametros cinéticos

durante la fase exponencial (Figura 8.9).

Tabla 8.5. Actividades enzimaticas en las cepas KO11 PPAL-/pZWFzn-
pvGlkGalP54 y KO11 PPAL-/pZEAzn-pvGlkGalP54, en cultivos en medio M9
suplementados con 40 g/1 de glucosa, 50 uM de IPTG en condiciones no
aireadas. KO11 PAPL- fue utilizada como control.

Enzima KO11 PPAL- KO11 PPAL-/ KO11 PPAL-/
PZWF zm-pvGlkGalP54 | pZEAzm-pvGlkGalP54
ZWF 291 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

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 esta
limitando el flujo de carbono a través de la via de sintesis de etanol, como ya se
habia observado anteriormente en la cepa KO11 (Huerta-Beristain, et al., 2008)
y el incremento de flujo de carbono cuando se incrementaron los niveles de
ZWFzmn, GLKec y GALPE: en la cepa KO11 PPAL- ocasionaron una acumulacion
de piruvato (anexo B.4), el cual probablemente activo la via de sintesis de
formico y acetil-CoA, ademas favorecido la acumulacion de fosfoenolpiruvato
activando la via de sintesis de succinato (Yang et la., 1999). Aunado a esto la
acumulacion de PEP provoca inhibicion de enzimas glucoliticas 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 enzimatica
de PDC y ADH en la cepa homoetanologénica KO11 PPAL- para contrarrestar la

limitacion por PDC del flujo de carbono hacia etanol.
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8.5.3 Efecto del incremento del nivel de actividad de PDCz, y
ADHzm en KO11 PPAL-

Para incrementar el flux de carbono hacia la produccion de etanol, se
evaluo 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 minimo M9, con 40 g/L de glucosa, condiciones no aireadas y con 100
uM 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 sobreexpresion 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-/pLOI5S10 con respecto a KO1l1l provocé una
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disminucion de 88 y 40% en la pu y la gs, respectivamente (Figura 8.10),
durante la fase exponencial del cultivo, ocasionado probablemente por un bajo
rendimiento energético y demanda de intermediarios metabdlicos para
biosintesis en la cepa KO1l1l PPAL- (carga metabdlica). En contraste, la
redistribucion del flux glucolitico mostré6 una qgeton 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 sintesis de etanol, usando la via de
Entner-Doudoroff como unica via para el catabolismo de glucosa. Ademas, se
produjo la mitad de biomasa en KO11 PPAL-/pLOI510 con respecto a KO11 y
un bajo flujo de carbono hacia la produccion de acetato, formato y lactato
(Figura 8.1; anexo B.5). En consecuencia, el rendimiento de conversion 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 Analisis de la distribucion de flujos de carbono

El analisis de la distribucion del flujo de carbono y el balance de
carbono, fue estimado a partir de las velocidades volumétricas de consumo de
glucosa y de formacion de productos de fermentacion, cuantificados por
cromatografia de gases y HPLC. Los principales productos detectados fueron:
etanol, acetato, formato y lactato. En la seccion de metodologia se muestra
como se estimaron los flux de carbono (mmolc/L/h) (anexo B.6) y la
distribucion del flujo de carbono. En la figura 8.11 se muestra un esquema
comparando la distribucion 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 recuperacion de carbono a partir de los productos
cuantificados fue alrededor del 100% (Figura 8.11), mostrando la consistencia
de los resultados obtenidos. Este analisis confirma que la sobreexpresion de
pdczm y adhBzn aumenta el flujo de carbono hacia la produccion de etanol y

reduce dicho flujo hacia la produccion de acidos organicos, en la cepa KO11
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PPAL-/pLOI510. Ademas estos resultados sugieren que el flujo de carbono en
la cepa homoetanologénica KO11 PPAL- al igual que en KO11 esta determinado
por el nivel de la enzima PDC, como reportamos previamente, el nivel de PDCzx
limita el flujo hacia la produccion de etanol en E. coli KO11 (Huerta-Beristain et
al., 2008).

DISTRIBUCION DEL FLUJO DE CARBONO

% de C recuperado (izq.)

KO11 (90.7%) 100 % % del flujo de carbono (der.)
KO11PAPL- (99.0%) l 100 %
KO11 PAPL: jpLOI510 (93.3%) 100 %
GLUCOSA-6+P » 6-FOSFOGLUCONATO
X
| BIOMASA }: F6P <« S7-P “._-* RIBU-5-P
3.6 Mo T i
19 v I EAP ¢ U XILU-S-P
1.3 F-1,6-DP I
SUCCINATO ] T T , 2-CETO-3-DEOXI-6-
[ DHAP * - : : FOSFOGLUCONATO

0.0
21
1.1

FUMARATO .
ACETIL-CoA « : » ACETALDEHIDO
6.5 14.2 21 42
3.1 13.6 . 26 52
2.2 7.6 0.1 | 7 54
hd P—
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Figura 8.11. Distribucion del flujo de carbono para KO11 y KO11 PPAL y
KO11 PPAL-/pLOI5S10 en fase estacionaria. Los datos de flujos de carbono
estan dados en porcentaje, en base a las velocidades volumetricas de consumo
de azucar y formacion de productos en mmolcarbono/L/h.

8.6 Efecto sobre el rendimiento de conversion de glucosa en etanol
El bloqueo de la via glucolitica en E. coli etanologénica ocasioné una
reduccion en el rendimiento tedrico de produccion de etanol a partir de glucosa

en medio minimo M9. Sin embargo, cuando se incremento la actividad de PDC
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y ADHB dicho rendimiento de conversion de glucosa a etanol respecto al
teorico aumento 13% en comparacion con la cepa control (Tabla 8.6). Esto
corrobora la hipodtesis de que la manipulacion del metabolismo central del
carbono y/o de las vias fermentativas permite modificar la distribucion de
flujos e incrementar los rendimientos de conversion de sustratos en productos.

En este trabajo la modulacion de la expresion heterdloga de los genes
zwf, edd y eda de la via de Entner-Doudoroff de Z. mobilis en E. coli KO11 pgrt,
afect6 negativamente el flux de carbono a través de la via de Entner-Doudoroff
durante el catabolismo de glucosa hacia la formacion de piruvato y etanol bajo
condiciones no aireadas, debido probablemente a la disminuciéon en el

rendimiento de ATP y en la sintesis de biomasa.

Tabla 8.6. Rendimiento de conversion de glucosa en etanol respecto al teorico
en la cepa KO11 y sus derivadas. Los datos mostrados son el promedio de dos
experimentos, con su respectivo error estandar

Cepa % respecto al tedrico
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-/pZWF zn-pvGlkGalP54 64.3 + 4.2
KO11 PPAL-/pZEAzn-pvGlkGalP54 57.0+1.3
KO11 PPAL-/pLOI510 80.9+2.9

Rendimiento de etanol a partir de glucosa con respecto al rendimiento teérico (0.51 getanol
/gazﬁcar)-
Sin embargo, la cepa homoetanolgénica KO11 PPAL- obtenida a partir de la

cepa evolucionada KO11 E35, mostré incrementos en las actividades
enzimaticas de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (ZWF) y de la via de Entner-
Doudoroff, con respecto a KO1l1l. Ademas, un incremento en el nivel de
piruvato descarboxilasa y alcohol deshidrogenasa en KO11 PPAL- permitieron
obtener velocidades especificas de formacion 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 demostro que es posible obtener el mismo flujo de carbono
usando las dos reacciones iniciales de la vias de las pentosas fosfato y la via de
E-D como rutas alternativas a la via de Embder-Meyerhoff-Parnas para el

catabolismo de glucosa a etanol en Escherichia coli.
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9.- CONCLUSIONES

1. EIl control del flux glucolitico en E. coli etanologénica KO11 esta fuera de
la via de Embden-Meyerhoff-Parnas y se demostré que la actividad
enzimatica heterologa de piruvato decarboxilasa limita el flux de piruvato
hacia la formacion de etanol.

2. La carga metabdlica ocasionada por transcripcion de plasmidos
multicopia en E. coli JM101 fue contrarrestada por incrementos en la
sintesis de intermediarios metabodlicos de la via 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 ZWFzp,
GLKEc y GALPE: permitio la recuperacion del transporte y fosforilacion de
glucosa, que junto con incrementos en la sintesis de intermediarios
metabdlicos de la via de las pentosas y la cogeneracion de NADPH y
NADH, permiten recuperar parcialmente la velocidad especifica de
crecimiento.

4. KO11 pgi tiene un crecimiento marginal en condiciones de fermentacion,;
sin embargo, por evolucion adaptativa se obtuvo la cepa E35, la cual
recupero 25% la velocidad de crecimiento respecto a KO11l en
condiciones de fermentacion. No obstante, en E35 se ve favorecida la
formacion de acidos organicos.

5. En la cepa KO11 E35 el incrementoé de los niveles de ZWFzn, GLKEe y
GALPg: permitiéo incrementar el flujo glucolitico y el de formacion de
lactato, corroborando la limitaciéon de PDCgz, para canalizar el flujo de
carbono hacia la produccion de etanol.

6. A partir de E35 se construyé una variante interrumpiendo las vias
fermentativas nativas de E. coli. La cepa KO11 PPAL- (KO11 E35 Aack-
pta::FRT, AldhA::FRT), la cual a parte de etanol, favorece la acumulacion
de piruvato, confirma que existe limitacion de PDCz, 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 canalizacion del flujo de carbono principalmente
a través de la via de de Entner-Doudoroff y de la inactivacion de sintesis
de acetato.

8. La sobreexpresion de pdczm y adhzm en E. coli KO11 PPAL- permitio
obtener una cepa homoetanologénica con flujos especificos de
produccion de etanol a niveles similares a los de KO11.

9. En conjunto, estos resultados demostraron que es posible obtener el
mismo flujo especifico de carbono usando la via de Entner-Doudoroff
como ruta alterna a la via de Embden Meyerhoff Parnas para el

catabolismo de glucosa a etanol.
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10.- PERSPECTIVAS

En cepas de E. coli usadas para la expresion de proteinas recombinantes,
integrar en cromosoma el gen zwjfzm, con el proposito de mejorar la produccion
de proteinas heterdlogas y reducir el efecto de carga metabdlica.

Integrar en el cromosoma de KO11 PPAL- una copia de los genes de zuwf,
pdcy adhB de Z. mobilis, bajo regulacion de algun promotor fuerte.

Mediante estudios de flujos metabodlicos con carbono marcado y
espectrometria de masas, confirmar que el flujo de carbono, hacia la
produccion de etanol, en la cepa KO11 PPAL- se da mayoritariamente a través
de la via de Entner-Doudoroff.

Utilizar como cepa base a KO11 PPAL- y modificarla para realizar
estudios de produccion de metabolitos relacionados con la via de las pentosas
fosfato, Entner-Doudoroff, rutas heterdlogas y vias donde se requiera una
cantidad elevada de NADH o NADPH, tales como la de sintesis de riboflavina,
lactato, alanina y poli-hidroxi-butirato, entre otros.

Con las cepas KO11 E35/pZEAzn 6 KO11 PPAL /pZEAzn, evaluar una
estrategia de cultivo donde se pueda crecer la cepa en condiciones aerdbicas y
alcanzar una alta biomasa y después inducir la expresion de la via de Entner-
Doudoroff en condiciones anaerobicas, inhibiendo el flujo a través de la

glucaolisis.
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Abstract To analyze the effects that increased activity Ikevef glucose-6-phosphate
dehydrogenase (ZWF) had on the metabolic burdestteifi Escherichia coli, i.e. in the specific
growth rate (u) and in the NADH/NADand NADPH/NADP ratios, strain JM101 was
transformed with two pTrc99A derivatives. pZWFand pZWFE, were used to modulate the
activity of ZWF fromE. coli (ZWFg;) and Zymomonas mobilis (ZWFzm). ZWF. and ZWk,
have different catalytic properties, including disisar affinities to reduce NADPand NAD'.
The presence of plasmid pTrc99A reduced the p Bg,2%ut increases in ZWFand ZWFk,
activities allowed 88% and 100% recovery of thewglorate. In addition to an increase of

precursor levels from the pentose phosphate pathweaults show that, in comparison to the
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wild type strain, increases in the NADH/NARatio promote the increase on W, but increases in
the NADPH/NADP ratio decrease this parameter.

I ntroduction

Escherichia coli is a microbial host widely used for the overexpi@s of homologous and
heterologous genes in the industrial productioproteins and metabolites. Frequently, high gene
expression levels are obtained using multicopy rpids and strong promoters. Plasmid size,
plasmid copy number, promoter strength, plasmitiaaion, and the translation of expressed genes
can have a variety of effects on host physiologyb@im and Bailey, 1991). It has been recognized
that the introduction and expression of foreign DNA a host organism often modifies its
metabolism in ways that may damage normal metalpgiformance (Diaz-Ricci and Hernandez,
2000). Metabolic burden is due to an increase enltiosynthetic demand not only for precursors
and energy for plasmid replication, but also fog 8ynthesis and translation of plasmid-encoded
MRNA (Glick 1995; Flores et al., 2004). Metaboliarteen also induces perturbations on the
regulatory systems . coli altering central metabolic pathways (Diaz-Ricail &ternandez, 2000).
Metabolic burden associated with plasmid replicatwithout an encoding gene is lower when
compared to the effect of over-expressing genesddng a recombinant protein (Anderson et al.,
1996; Bentley 1990; Rozkov et al., 2004). The ¢fexf metabolic burden include reduction in the
specific growth rate, biomass yield, and the spegield of proteins or metabolites (Birbaum and
Bailey et al., 1991).

Several works have been reported with the aim tmiayact the effects of metabolic burden. Most
of these studies have been related to increasmgehular energy level; altering metabolic gene
expression by inactivation of global regulators;péifying the carbon flux through a metabolic

pathway for the formation of intermediates, cofegt@nd energy for biosynthesis and other
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metabolic processes (Flores et al., 2004; Ow ¢2806), as well as modifying glucose transport
capacities ofE. coli (Chou et al., 1994). It has been widely reporteat twhenE. coli grows
aerobically in mineral medium, 22 to 30% of theemialized glucose is driven toward the pentose
phosphate pathway through glucose-6-phosphate dedmmlase; part of this carbon flux is directed
to nucleotide, amino acid and vitamin biosynthéBleres et al., 2002; Kabir and Shimizu 2003). In
this process, ribose-5-phosphate and erytrose-4pghtade are used as precursors for nucleotide and
aromatic amino acids, respectively. NADPH partitgsamostly in biosynthetic reactions and is
mainly produced by glucose-6-phosphate dehydrogeaas 6-phosphogluconate dehydrogenase
from the oxidative branch of the pentose phosppatkway (Figure 1). It is known, that glucose-6-
phosphate dehydrogenase fra@ncoli (ZWFg;) and glucose-6-phosphate dehydrogenase #om
mobilis (ZWF,) have different catalytic properties, includingsimilar affinities for NADP and
NAD™ (Csonka and Fraenkel 1977; Scopes 1997). Thulrelit effects with regard to NADH/
NAD™ and NADPH/NADP ratios can be expected when overexpressing gewesliag ZWFE. or
Z\WFzn. In this study, the physiological effects of arfphg the carbon flux through the pentose
phosphate pathway (PPP), as well as modificatioisé NADPH/NADP and NADH/NAD' ratios
were evaluated by increasing the intracellular Z¥éfvity, either fromE. coli or Z. mobilis, to

study their effect on the metabolic burderkircoli.

Figurel

Materials and methods

Strains and plasmids
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Strains and plasmids used in this work are listedable 1.E. coli strain DH® was used for
plasmid propagation. For all recombinant DNA tecfis, cells were grown in Luria Broth
(LB) or LB agar plates (Sambrook et al., 1989). Aeilin was used for selection and
propagation of cultures at 200 and 50 mg/l, respelgt E. coli strains and plasmids used in this
study are described in Table 1. They were obtairs# the standard CaQihemical method to
generate competent cells (Sambrook et al., 1988¢kSultures were stored in glycerol (40%) at
-70°C. Cultures were grown aerobically in shakektawith M9 medium supplemented with 2
g/l of glucose. Plasmid pZWFk was generated by cloning thef;,, gene into the MCS of the
pTrc99A vector. Genawfz,was obtained by PCR amplification using specificners (Table 1)
designed according to known sequences (http://wegglcom/). PCR reactions using genomic
DNA as template fronZ. mobilis were as follows: 1 cycle of 10 min at°@5 30 cycles of 1 min
at 95C, 1 min at 58C, 3 min at 68C, and 1 cycle of 10 min at 88. The DNA fragment
obtained by PCR (1.49 kb) was digested wiltol, purified and cloned in th&lcol site of
pTrc99A obtaining the pZWis plasmid (5.65 kb). Germvfg: is also under the control of thre
promoter of the pTrc99A vector (Table 1; Floreslet2004).

Tablel

Culture media and growth conditions

Working strains were transferred from glycerol &oto LB solid medium without antibiotics
for IM101, and with ampicillin (50 mg/l) for IM1Qdontaining pTrc99A derivatives. Inocula
were grown overnight in shake flasks 187300 rpm) in mineral M9 medium (Sambrook et al.,
1989) supplemented with 2 g/l glucose. M9 contgies liter: 6 g NaHPO,, 3 g KHPO,, 1 g
NH,4Cl and 0.5 g NaCl. The following components weggikted by filtration and then added to

the above mixture (per liter of final medium): 1 inM MgSQ;7H,O, 1 ml 0.1 M CaGl 1 ml
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thiaminehydrochloride (1 mg/ml). Batch cultures were growr250 ml shake flasks (32, 300
rpm) containing 50 ml of mineral M9 medium, 50 marhpicillin and different isopropy-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) concentrations. Ceklumwere started from exponential phase
growing inocula (Olgyo nm~ 1.0 = 0.37 g/l); test cultures were initiated dxyding cells to an
initial ODgoonm= 0.05. All cultures were carried out in triplieativerages and standard errors are

shown in plots.

Analytical techniques

Samples were periodically taken from cultures tcasoee their optical density at 600 nm,
whereas cell mass was calculated using a previaletgrmined conversion factor of 1 @p=
0.37 g/l dry cell weight. Specific growth rate detéations were calculated as the slope of
linear regressions of the logarithm of dry cell maseight (gcw/l) vs time during the
exponential growth phase of the cultures. Sampbeshzymatic activity determination were
prepared from cells growing in the exponential hé& h culture elapsed time), harvested by
centrifugation (10,000 g, 10 min), washed twice with 100 mM Tris-HCI (pHY containing 20
mM KCI, 5 mM MnSQ, 2 mM DTT and 0.1 mM EDTA, dissolved in the samefér and
disrupted by sonication (four 15-s pulses in a dwdth; Ultrasonic Disrupter, Soniprep 150).
Cell debris was removed by centrifugation (10,004, 40 min, 4C); the resulting crude cell

extracts were immediately used for determinatioarfymatic activities or stored at -Z0.

ZWEF specific activity was determined spectrophotoioally (Biomate 5, ThermoSpectronic,

NY); coupling reactions to NADRand NAD' reduction (extinction coefficient of 6.22 ehmM"
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1 at 340 nm and 30°C (Peng and Shimizu, 2003). MBaty activites are reported as
international units (IU) per milligram of proteiRrotein concentrations were measured using the
Bradford assay. All determinations were perfornrettiplicate.

Quantification of NAD, NADP*, NADH and NADPH was carried out with a modificatiof
the method reported by Bergmeyer (1985). Brieflypl2of bacterial suspension were taken with
a pipette and immersed either in 1 ml 0.3 N HGéttract NAD and NADP, orin 1 ml 0.3 N
KOH to extract NADH and NADPH. Alkaline extracts mgesupplemented with 10 mg/ml CuCl
to precipitate interfering thiols. Before assayimgcleotides, extracts were neutralized by the
addition of either 0.3 N Triethanolamine-HCI to takkaline extract or 0.3 N KOH to the acid
extract (Lilius et al.,, 1979). Nucleotides were wifted spectrophotometrically (Biomate 5,
ThermoSpectronic, NY); coupling reactions to NABnd NADP reduction or NADH and
NADPH oxidation (extinction coefficient of 6.22 éhmM™) at 340 nm and 30°C. The oxidation
of NADH was catalyzed with lactate dehydrogenasBH), and the one for NADPH with
glutamate dehydrogenase. NABnd NADP were quantified by the change into their respectiv
reduced forms. These quantifications were carriedby coupling the reactions with alcohol
dehydrogenase (ADH) and glucose-6-phosphate depgdease (ZWF) enzymes, respectively.

The assay conditions were: wavelength 340 nm, testyre 30 °C, and light path 10 mm.

Results

To analyze the effects that increased activity lewé glucose-6-phosphate dehydrogenase (ZWF)
had on the metabolic burden effect B coli, i.e. in the specific growth rate (1) and in the
NADH/NAD" and NADPH/NADP ratios, strain JM101 was transformed with threffecént

multicopy plasmids containing the same promotercf%A, pZWk. and pZWFE, (Table 1).
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Growth rate recovery of IM101 by increasing the 2\ ZWF, level

To test whether the negative effect of the metabmlirden on the specific growth rate (1) could be
counteracted by increases in the Z\W&r ZWF,, activity, the overexpression aivfg; or 2nfz, was
evaluated. JM101/pTrc99A showed a p of 0.54 \mhereas for JIM101 the p was 0.66 (frigure
2A). These results indicate that the presence asmpid pTrc99A causes a detectable metabolic
burden effect, manifested as an 18% reduction inJM101/pZWFk. without IPTG induction
showed a higher reduction in growth rate (u = OWY9 in comparison with JM101 and
JM101/pTrc99A (Figure 2A). The induction of the ol 2wfe: gene in IM101/pZWik with 1 uM
IPTG increased the growth rate to 0.524nd to 0.58 fiwith 10 uM IPTG (Figure 2A). In this
case, the ZWF specific activity level in IM101/pZWwas enhanced from 6.23 to 59.55 IU-mg
protein® (Figure 2B). Further increments in induction w@ and 100 pM IPTG produce a higher
enhancement in specific activity, but @ was lowent values found with 10 uM (Figure 2A and

2B).

Figure 2

Table 2 shows that ZWF has at least one order of magnitude higher affifity NAD" than
ZWFg., hence we propose that the expressiomwdf,, can increase the NADH level in an upper
degree than ZWg, and a higher energetic yield can be expectedimnguhe relief of the metabolic

burden effect.

Table2
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A reduction in g was also observed in strain JMpAWF,,, in the absence of IPTG when
compared to strain JIM101/pTrc99A. This result iatks a basal level of expression of gank,
that affects the growth rate of IM101/pZ¥HKFigure 3A). Nevertheless, when the expression of
2wfzm was induced, the specific growth rate with 1 pM@increased to 0.55hand to 0.64 Th
with 100 uM IPTG (Figure 3A). In this case the Z¥¥Bpecific activity increased from 0.63 to 5.22
IU-mg proteif® (Figure 3B), reaching the same specific growtk than the wild type strain without
metabolic load. Consequently, the negative effagu @f the metabolic burden was counteracted to

a higher degree by increasing the ZyyBpecific activity level than the ZWE

Figure 3

The role of the reducing power turnover in the gfowate recovery of JM101/pZWE and

JM101/pZWkm

NADH/NAD" and NADPH/NADP ratios were measured to determine the effect ofemsing
ZWFg. or ZWFE, activities on the synthesis capacity of those tetactors. In these experiments,
10 and 100 pM IPTG concentrations were used tocadlonedzwf genesij.e. levels for which the
maximal growth rate recovery was observedzdde. andzawf;zy, respectively.

The increase in ZWk: and ZWFE, specific activity levels provoked an increase §ahd 2.28-fold,
respectively) of the NADH/NAD ratio with respect the control strains (JM101 and
JM101/pTrc99A) (Figure 4A). It is noteworthy that strains IM101/pZWk and JM101/pZWk,
without induction, the NADH/NAD ratio was similar than in the wild type and cohtstrains

containing pTrc99A.

Figure4
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Interestingly the NADPH/NADPratio increased 3.1-fold in IM101/pTrc99A when pamed with
the wild type strain without plasmid. This resutsrelates with the decrease observed in the growth
rate (see Figure 2 and 3). In comparison with JMID99A, escape transcription of Z\WHO

UM IPTG) increased the specific activity levels giie 2B), causing an increase in the
NADPH/NADP' ratio (Figure. 4B), and intensify the reductioruir{Figure 2A). When ZWk was
induced with 10 uM IPTG the NADPH/NADRatio was similar to that found in JIM101/pTrc99A.

A different behavior was obtained whit IM101/pZ¥FIn comparison with JIM101/pTrc99A, no
increase in specific activity levels where foundent WFE,, was not induced (0 uM IPTG; Figure
3B), accordingly p did not change (Figure 3A), thitre was a decrease in the NADPH/NADP
ratio (Figure. 4B). When ZW4;, was induced with 100 uM IPTG the NADPH/NADPatio was
similar to that found in the wild type strain wititoplasmid,i.e. one third lower than with
JM101/pTrc99A, ZWF activity increased and p valuasvsimilar to the one shown by JM101
without plasmid (Figure 3). These results show thatomparison to the wild type strain, increases
in the NADH/NAD' ratio promote the increase in the specific grovette and an increase on the

NADPH/NADP' ratio decrease this parameter.

Discussion

The reduction in growth rate is a common responge coli when it is transformed with multicopy
plasmids expressing cloned genes. This behaviorlreayconsequence of the metabolic burden due
to the extra biosynthetic demands for plasmid DNAtsesis, gene expression and translation, or
perturbations to th&. coli regulatory system affecting central metabolic patys (Diaz-Ricci and

Hernandez 2000). As shown by Flores et al (200¥9, dverexpression d. coli zwf in JM101
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resulted in partial recovery of growth rate. In tipeesent work, we observed that both
JM101/pZWk, and JM101/pZWk, without IPTG induction of the clonedv genes showed a
reduction in growth rate in comparison to JM10149BA. Partial growth rate recovery was
observed when the homologous ZWF specific actilgtyel in IM101/pZWE; increased 9 times
(Figure 2B). These results suggest that increaseBWF:. activity augments the carbon flow
through the oxidative branch of the pentose phdsppathway, thereby increasing cofactor and
building block availability, such as NADPH, R-5-&hd E-4-P (Figure 1). A similar effect was also
observed in a recent work, where FruR transcriplioagulator inactivation in plasmid-bearifg
coli resulted in partial recovery of growth rate (Owakt 2007). These authors attributed this
response to an increase in the flux, pointing tolwaglevated biosynthetic activity, while several
enzymes involved in transcriptional and translalgrocesses were upregulated.

The total recovery of growth rate was observed wiiem ZWF specific activity level in
JM101/pZWF;, increased ca. 8-times, from 0.63 to 5.22 IU-mdeind. This value is eleven-fold
lower than the ZWF specific activity observed wilM101/pZWHk. to attain partial growth
recovery. Thereby, we hypothesize that this lirotatcould be explained by variations in the
reducing power turnover due to the catalytic properof the different ZWF enzymes used in this

work. It is also probable that multicopy plasmidabiag cells have NADH limitation.

Our results with IM101/pZWH; are in accordance with the recent work reportedRbgnon et al.
(2007), who reported that the cellular stress respdo heterologous protein overexpression and
secretion is interconnected with the energeticesthithe cells. NADPH and NADH are the major
reducing power agents i coli. NADPH is mostly produced in the pentose phosppatbway as a
cofactor and its generation is associated with alnabeactions, whereas the generation of NADH is

related to catabolic and energy-yielding reactiohiso, it has been observed that an increase in

93



ANEXOS

NADH turnover due to overproduction of NADH oxiddeads to 70% increase in glucose uptake
and a reduction in intracellular redox (Vemuri et 2006). In the same study, it was shown that
coli responds by inducing genes involved in the TCAleymd PDH complex,e. pathways that
synthesize NADH and generate £@dditionally, once the enzymes levels are no &ngniting,
cofactor availability and/or the NADH/NADratio may become limiting (Berrios-Rivera et al.,
2002). In our study, the NADH/NADratios in JM101/pZWg and JM101/pZWk, were similar,
indicating that the induction of bothwf increased the availability of NADH, and likely ATP
production. It was found that the NADPH/NADRvels were reduced when ZWFand ZWFE,
activity levels were increased; this ratio was kigim IM101/pZWE. than in IM101/pTrc99A and
JM101 control strains. These results suggest beagtowth rate did not completely recover in this
construction probably because of the increased NARRel. However, the NADPH/NADPevels
were lower wherewfz,, was induced; the actual value when p was entreddgvered was as low as
the one obtained in the wild type strain. Probdbé/excess in NADPH hinders cell growth, mainly
due to the inhibition of citrate synthase in theAT€ycle (Lim et al., 2002). The inhibition of
cellular growth rate due to an excess of NADPH aB® been observed in a phosphoglucose

isomerasé. coli mutant (Canonaco et al., 2001).

Conclusion

The metabolic burden originated by multicopy plasmxpression irk. coli was alleviated by
the enhanced expression of the heterologmiis, gene, which probably caused an increase of
precursor levels from the pentose phosphate pathWagse precursors are necessary for the

biosynthesis of plasmid DNA, plasmid mRNA and eremb@roteins. Remarkably, the enhanced
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expression of thewfz,, gene augmented the NADH/NADatio and likely ATP production, but
allow to kept the NADPH/NADP ratio at similar values encountered in the unfiemnsed

strain, indicating that higher ratios hinders tke# growth.

Acknowledgments We thank Mercedes Enzaldo, Arturo Ocadiz and Almatiez-Valle for
technical assistance. This work was supported aptgrfrom the Mexican Council of Science
and Technology (CONACYyT), Estado de Morelos (PioMOR-2004-C02-048), and PAPIIT-

DGAPA-UNAM (Project IN220908). G.H-B. held a schalaip from CONACYyT.

References

Amann E, Ochts B, Karl-Josef A (1988) Tightly resfeldtac promoter vectors are useful for the
expression of unfused and fused proteingscherichia coli. Gene 69:301-315

Andersson L, Yang S, Neubauer P, Endorse SO (189fnpct of plasmid presence and
induction on cellular responses in fed batch calwfEscherichia coli. J Biotechnol 15:255-63
Bentley WE, Murjalili N, Anderen DC, Davis RH, Komla DS (1990) Plasmid-encoded
protein-The principal factor in the metabolic burdassociated with recombinant bacteria.
Biotechnol Bioeng 35:668-681

Bergmeyer HU (1985) Methods of enzymatic analyMsl. VII (Metabolites 2). Federal
Republic of Germany: Verlagsgesellschaft mbH. 641 p

Berrios-Rivera SJ, Bennett GN, San KY (2002) THeatfof increasing NADH availability on
the redistribution of metabolic fluxes iBscherichia coli chemostat cultures. Metabolic Eng

4:230-237

95



ANEXOS

Birnbaum S, Bailey JE (1991) Plasmid presence cmiige relative levels of many host cell
proteins and ribosome components in recombi&adterichia coli. Biotechnol Bioeng 37:736-
745

Canonaco F, Hess TA, Heri S, Wang T, Szyperskialie U (2001) Metabolic flux response to
phosphoglucose isomerase knock-ouEscherichia coli and impact of overexpression of the
soluble transhydrogenase UdhA. FEMS Microbiol [2€4:247-252

Chou C-H, Bennett GN, San KY (1994) Effect of maatif glucose uptake using genetic
engineering techniques on high-level recombinaotgim production irEscherichia coli dense
cultures. Biotechnol Bioeng 10:644-647

Csonka LN, Fraenkel DG (1977) Pathways of NADPHnfation in Escherichia coli.

J Biol Chem 252:3382-91

Diaz-Ricci JC, Hernandez ME (2000) Plasmid effemsEscherichia coli metabolism. Critical
Rev Biotechnol 20:79-108

Flores S, Gosset G, Flores N, de Graaf AA, Bolivg2002) Analysis of carbon metabolism in
Escherichia coli strains with an inactive phosphotransferase systeid3)C labeling and NMR
spectroscopy. Metab Eng. 4(2): 124-37

Flores S, de Anda-Herrera R, Gosset G, Bolivar ZiD4) Growth-rate recovery @&scherichia
coli cultures carrying a multicopy plasmid, by engimagrof the pentose-phosphate pathway.
Botechnol Bioeng 87:485-494

Glick BR (1995) Metabolic load and heterologousegerpression. Biotechnol Adv 13:247-261
Kabir M M, Shimizu K (2003) Gene expression patsefor metabolic pathway ipgi knockout

Escherichia coli with and withouphb genes based on RT-PCR. J Biotechnol. 105: 11-31

96



ANEXOS

Lim S-J, Jung Y-M, Shin H-D, Lee Y-H (2002) Amptétion of the NADPH-related genesf
and gnd for the oddball biosynthesis of PHB in & coli transformant harboring a cloned
phbCAB operon. J Biosc Bioeng 93:543-549

Lilius E-M, Multanen V-M, Toivonen V (1979) Quardiive extraction and estimation of
intracellular nicotinamide nucleotides Eécherichia coli. Anal Biochem 99:22-27

Ow DS-W, Nissom PM, Philp R, Oh SK-W, Yap MG-S (BDp@Global transcriptional analysis of
metabolic burden due to plasmid maintenanceEstherichia coli DH5a during batch
fermentation. Enzyme Microbial Technol 39:391-398

Ow DS-W, Lee RM-Y, Nissom PM, Philp R, Oh SK-W, YMG-S (2007) Inactivating FruR
global regulator in plasmid bearingscherichia coli alters metabolic gene expression and
improves growth rate. J. Bacteriol 131:261-269

Peng L, Shimizu K (2003) Global metabolic regulatamalysis fotEscherichia coli K12 based
on protein expression by 2-dimensional electropdierand enzyme activity measurement. Appl
Microbiol Biotechnol 61:163-178

Ramon R, Ferrer P, Valero F (2007) Sorbitol co-ilegdeduces metabolic burden caused by the
overexpression of Bhizopus oryzae lipase inPichia pastoris. J Biotechnol 130:39-46

Rozkov A, Avignone-Rossa CA, Ertl PF, Jones P, @&y RD, Smith JJ, Dale JW, Bushell
ME (2004) Characterization of the metabolic burderEscherichia coli DH1 cells imposed by
the presence of a plasmid containing a gene thesagyence. Biotechnol Bioeng 88:909-915
Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T (1989) Moleculdoning: A Laboratory Manual. Cold
Spring Harbor, Cold Spring Harbor Laboratory Press

Scopes RK (1997) Allosteric control gfmomonas mobilis glucose-6-phosphate dehydrogenase

by phosphoenolpyruvate. J Biochem 326:731-735

97



ANEXOS

Vemuri GN, Altman E, Snagurdekar DP, Khodursky ABiteman MA (2006) Overflow
metabolism inEscherichia coli during steady-state growth: transcriptional retjafaand effect

of the redox ratio. Appl Environ Microbiol 72:365%61

98



ANEXOS

Table 1 Strains, plasmids and primers used in this work
Relevant genotype References
Strain
JM101 F" traD36 proA” proB" lacl® lacZ4M15/supE, thi, A(lac-proAB) Laboratory stock
DHb5a F  ¢80dacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR recAl endAl Laboratory stock

hsdR17(k” mk™) phoA supE44 A" thi-1 gyrA96 rel Al

Plasmids

pTrc99A  pKK233-2 derived multicopy plasmid with MCS Amannet al., 1988
PZWHhe. pTrc99A carrying thé. coli 2nvf gene Floreset al., 2004
PZWF;,  pTrc99A carrying the Zmaobilis zwf gene. This study

Primer Sequence

2Wfzm 57 5 GCG GCC ATG €A AAT ACCGTT TCG ACG ATG & This work

2Wfzm 3 5 CGC GGT ACGGTT GAATGC AGA TCA GTC ATA CCA 3" This work

Underlined sequence in oligonucleotides indicated site for cloning in pTrc99A
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Table 2 Affinity constants for ZWF variants used in this ko

ZWF source Km values
(References) (mM)
Escherichia coli NADP" 0.015

(Csonka and Fraenkel NAD™ 1.70
1977) G-6-P  0.07
Zymomonas mobilis NADP* 0.013
(Scopes 1997) NAD*  0.105
G-6-P 0.40

100



ANEXOS

Figurelegends

Fig. 1 Carbon metabolism central pathways from the upmatian of glycolysis. Square
indicates overexpressed genes. Two molecules of RARre produced per one molecule of
glucose-6-phosphate that passes through the pephosphate pathway. Purine or pyrimidine
nucleotides are synthesized from R-5-P. Abbrewvistio6-PG, 6-phosphogluconate; ABP,
aromatic biosynthesis pathway; DHAP, dihydroxyaonetophosphate; E-4-P, erytrose-4-
phosphate; F-6-P, fructose-6-phosphate; F-1,6-DRuctdse-1-6-diphosphate; G-3-P,
glyceraldehyde-3-phosphate; His, histidine metabmli OAA, oxalacetate; PEP,
phosphoenolpyruvate; PTS, phosphoenolpyruvate bgdsate phosphotransferase system; Pur,
purine metabolism; Pym, pyrimidine metabolism; PYRruvate; R-5-P, ribose-5-phosphate.
Fig. 2 Growth rate (A) and ZWF specific activity (B) vakien IM101 cultures transformed with
the multicopy plasmid pZWk. IM101 and JM101/pTrc99A were used as controinstra

Fig. 3 Growth rate (A) and ZWF specific activity (B) vakien IM101 cultures transformed with
the multicopy plasmid pZWak,. IM101 and JM101/pTrc99A were used as controinstra

Fig. 4 Nicotinamide adenine dinucleotide ratios in str&ncoli JM101 and transformant

derivatives. JM101 and JM101/pTrc99A were usedbasral strains.
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Fig. 1
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Fig 2.
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Fig. 3
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Fig. 4

m O 0,
an Nk
P UZ 4AnZdTOTING
= - — °)
l
| % HH =
>3 JMZd/TOTINC
HH —— o
o
H H HA © V669 14/TOTIAC
I . j °  tomAc
MR NN N S
(pwn () + QYN/HQVYN () ; dA¥N/HdavN W
T
o

105



ANEXOS

Anexo B. Cinéticas de crecimiento, consumo de azucar, produccion
de etanol y acidos organicos.

En esta seccion se presentan las cinéticas de todos los experimentos
reportados. Los datos incluidos son: formacion de biomasa, consumo de
glucosa, produccion de etanol y produccion de acidos organicos. En todos los
casos los datos que se presentan estan corregidos por dilucion por la base
adicionada a los cultivos. En cada corrida se incluia un experimento control
con KO11 y/o KO11 pgi-, y los experimentos con la construccion a evaluar se

llevaron a cabo, en la todos los casos, por duplicado.
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Biomasa (g/L)
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Anexo B.1l. Cinéticas de produccion de biomasa, consumo de glucosa y
produccion de etanol, acético, formico y lactico. m, KO11 pgi;A, KO11 pgi
E35;v, KO11 E35/pZWFz,-pvGlkGalP54;¢, KO11 E35/pZEAzpvGlkGalP54
en las cepas transformantes la transcripcion de los plasmidos fue inducida con

50 uM de IPTG.
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Anexo B.2. Cinética de consumo de glucosa, produccion de biomasa, de etanol
y de acidos organicos (acético, lactico y formico) para las cepas: A) KO11, B)
KO11 pgt, C) KO11 E35. Simbolos: B Biomasa; e, Glucosa; A, Etanol; O ,

Acetato; O, Lactato; A, Formato.
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Anexo B.3. Cinéticas de produccion de biomasa, de consumo de glucosa, de
produccion de etanol y de acidos organicos. En las cepas transformantes, la
transcripcion de los plasmidos fue inducida con 50 uM de IPTG. m KO11 E35;
A KO11 PAPL; v KO11 PAPL - /pZWF zn-pvGlkGalP54; ¢ KO11 PAPL /pZEAzm-
pvGlkGalP54.
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Anexo B.4. Cinéticas de produccion de acidos organicos. En las cepas
transformantes, la transcripcion de los plasmidos fue inducida con 50 uM de
IPTG. m KO11 E35; 4 KO11 PAPL; v KO11 PAPL-/pZWFz,-pvGlkGalP54; &
KO11 PAPL-/pZEAzn-pvGlkGalP54.
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Anexo B.5. Cinética de produccion de biomasa, de consumo de glucosa, de

produccion de etanol y de acidos organicos en las cepas A) KO11 PPAL-, B)
KO11 PPAL-/pLOI510. Simbolos: B Biomasa; e, Glucosa; A, Etanol; O ,

Acetato; O, Lactato; A, Formato.
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Anexo B.6. Distribucion de los flujos de carbono de E. coli KO11 PPAL- y KO11
PPAL-/pLOI510, en comparacion con KO11, la cepa control.

Fase de crecimiento

Velocidades especificas?

KO11 173 £ 22 515 2520 10.3x0 18.3x0
KO11 PPAL S1+7 23.2+£0.7 3.8%20 0 020
KO11 PPAL/pLOI510 135+ 29 48.4 £ 0.8 1.1 £0.06 0 00
Velocidades volumétricasP

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 estan en mmolc/gpcw h-1.

b Velocidades volumeétricas de consumo o de formacion de productos
(mmolc/L/h).
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Anexo C. Ensayos enzimaticos

Preparacion de los extractos celulares.

A partir de un cultivo en crecimiento exponencial, la cantidad de células
fueron ajustadas aproximadamente a una DOeoo entre 0.9 —1.1 y cosechadas
en tubos eppendorf (de 1.5 ml). Las células fueron cosechadas por
centrifugacion a 12,000 rpm durante 5 min, lavadas dos veces con 100 mM
Tris-HCI (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 sonicacion. Los restos celulares fueron separados por
centrifugacion, y los extratos celulares fueron usados inmediatamente para los
ensayos de actividad enzimatica o almacenados a -20°C.

Todos los ensayos fueron desarrollados a 30°C, monitoreando la
velocidad de reaccion 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).
Reaccion:
PGI ZWF
Fructosa-6-P— Glucosa-6-P + NADP*—6-fosfogluconolactona + NADPH
Mezcla de reaccion:
MgCl, 6H20 5 mM, NADP* 0.5 mM, ZWF 1 U, Fructosa-6-fosfato 2 mM.

Amortiguador para el ensayo enzimatico: Tris-HCl a pH 7.8

B.- Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.49).
Reaccion:
ZWF
Glucosa-6-P + NADP* —  6-fosfogluconolactona + NADPH
Mezcla de reaccion:
MgCl2:6H2O 6 mM, NADP* 1 mM, DTT 1 mM, Glucosa-6-fosfato 2 mM,

Amortiguador para el ensayo enzimatico: Tris-HCl a pH 7.5
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*En la mezcla de reaccion se coloca en ultimo lugar el Glucosa-6-fosfato, ya

que este reactivo es el que inicia la reaccion (Peng y Shimizu, 2003).

C.- Via de Entner-Doudoroff

Reaccion:
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 reaccion:
MgSO4 7H20 10 mM, 6-Fosfogluconato 5 mM, NADH* 0.5 mM, LDH 10 U.

Amortiguador para el ensayo enzimatico: 0.1 M Tris pH 7.2.

D.- Piruvato decarboxilasa heterdloga de Z. mobilis (EC 4.1.1.1)
Reaccion:
PDC
Piruvato > Acetaldehido + COq
ADH
Acetaldehido + NADH + H* » NAD* + Etanol

Mezcla de reaccion:

NADH* 0.15 mM, Pirofosfato de tiamina (TPP) 0.1 mM, Piruvato 5.0 mM, ADH
10 U.

Amortiguador para el ensayo enzimatico: MES 50 mM-MgClz 5 mM, pH 6.5

E).- Alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.1).
Reaccion:
ADH
NAD* + Etanol > Acetaldehido + NADH + H*
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Mezcla de reaccion:
Etanol 10 mM, NAD* 1 mM
Amortiguador para el ensayo enzimatico: Tris-HCI 0.03 M pH 8.5

F).- Acetato cinasa (EC 2.7.2.1).

Reaccion:
ACK PTA LDH
Acetato —»  Acetil-P —» Piruvato — Lactato
T PYK
Fosfoenolpiruvato

Mezcla de reaccion:

Acetato de potasio 0.8 M, KCI 0.2 M, MgCl, 6H20 4 mM, ATP 4 mM, NADH* 0.4
mM, Fosfoenolpiruvato 1.6 mM, Piruvato cinasa 4 U, LDH 55 U.

Amortiguador para el ensayo enzimatico: Tris-HC1 0.1 M pH 7.4

G).- Fosfotransacetilasa (EC 2.3.1.8).

Reaccion:
MDH CS
Malato — Oxalacetato + NAD —— citrato + CoA

PTA
CoA + Acetil-P — Acetyl-CoA + Pi
Mezcla de reaccion:
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 enzimatico: Tris-HC1 0.1 M pH 7.8

H).- Piruvato formato liasa (EC 2.3.1.54).
Reaccion:

PFL CST MDH

Piruvate——» Acetil-CoA——» Oxalacetato + NAD+~—»Malato + NADH +H
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Mezcla de reaccion:

NAD* 1 mM, CoA 0.2 mM, L-Malato 5 mM, Citrato sintasa 4 U, Malato
deshidrogenasa 20 U, Piruvato de sodio 50 mM

Amortiguador para el ensayo enzimatico: Tris-HC1 0.1 M pH 6.5

I).- Lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.28).
Reaccion:
LDH
Piruvato + NADH + H* —_— L — Lactato + NAD*
Mezcla de reaccion:
NADH 0.13 mM, Piruvato 0.6 mM.
Amortiguador para el ensayo enzimatico: 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 especifico.

CALCULOS:

Actividad volumétrica:

Uenziva/ ml = [(A A340nm / min) (1ml)] / [(6.22)(VEc)].

6.22 cm'mM-! = coeficiente de extincion milimolar de NADPH a 340 nm (Peng

y Shimizu, 2003).

Vec= Volumen del extracto celular empleado, (0.05 o 0.1 ml).

Actividad especifica:

UI / mgproteina = (actividad volumétrica Ul / ml) / (mgproteina / ml)

La proteina fue determinada por el método de Bradford.
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