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NOMENCLATURA

Generales
Simbolo Nombre

Cm Cloramfenicol

DCW Peso celular seco (por sus siglas en inglés)

DO, Densidad 6ptica a una longitud de onda especifica ()

E Evolucionada

E.coli Escherichia coli

FDA Food and Drug Administration

g Gramos

h Horas

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion (por sus siglas en inglés)

IPTG (Isopropil B-D tiogalactopirandsido)
Inductor gratuito de la expresion del operdn de lactosa

IVM Ingenieria de Vias Metabdlicas

Ka Constante de disociacion

kcat Constante catalitica

Km Constante de Michaelis Menten

kn Kanamicina

KOH Hidroxido de potasio

L Litros

LAB Bacterias Acido Lacticas (por sus siglas en inglés)

LAC Lactato

p Plasmido

pb Pares de bases

PCL poli (e-caprolactona)

PCR Reaccioén en cadena de la polimerasa (por sus siglas en inglés)

PEMEX Petréleos Mexicanos

PET Tereftalato de polietileno(por sus siglas en inglés)

PHB poli (B-hidroxibutirato)

pKa -log Ka

PLA Acido polilactico (por sus siglas en inglés)

PNUMA Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente

prot Proteina

PTS Sistema de la fosotransferasa (por sus siglas en inglés)

R Resistente

rpm Revoluciones por minuto

T Temperatura

TRC Promotor hibrido -35 de trp (TTGACA) y region -10 O (TATAAT)

- Insercibn o fusion de una construccion genética en un locus
determinado

A Eliminacion de un fragmento del cromosoma bacteriano o de un gen
determinado

AH. Calor de combustion
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Enzimas y genes

Enzima Gen
ACK Ack
ADH adhE
ARC arcAB
CAT Cat
FNR Fnr
FRD frdABCD
LDH l[dhA 'y IctE
PDC Pdc
PDH aceEF, Ipd
PFL PflB
PPC Ppc
PTA Pta
RPE Rpe
XYLB xylB
XYLE xylE
XYLFGH xylFGH

XYLFGHR xylFGHR

Nombre
Acetato cinasa
Alcohol deshidrogenasa
Control de la respiracion aerobia
Cloramfenicol transferasa
Reduccion de fumarato y nitrito
Fumarato reductasa
Lactato deshidrogenasa homdéloga y heterdloga
Piruvato decarboxilasa
Piruvato deshidrogenasa (componentes del complejo
enzimatico)
Piruvato formato liasa
Fosfoenol piruvato carboxilasa
Fosfotransacetilasa
Ribulosa fosfato epimerasa
Xilulocinasa
Transportador de xilosa independiente de ATP
Transportador de xilosa dependiente de ATP
Regulador del transportador de xilosa dependiente de
ATP

Metabolitos
Simbolo Nombre
Acetil-CoA Acetil coenzima A
ADP Difosfato de adenosina
ATP Trifosfato de adenosina
F-6P Fructosa 6-fosfato
F-1,6BP Fructosa 1,6-difosfato
G3P Gliceraldehido 3-fosfato
G-6P Glucosa 6-fosfato

H* Proton

Dinucleétido de nicotinamida oxidado
Dinucleétido de nicotinamida reducido
Dinucleétido de nicotinamida fosfato oxidado
Dinucleétido de nicotinamida fosfato reducido
Fosfoenolpiruvato

Ribulosa 5-fosfato

Xilulosa 5-fosfato

NAD*
NADH
NADP*
NADPH
PEP
R-5P
X-5P
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Parametros de cultivo

Simbolo Nombre Unidades
K Velocidad especifica de crecimiento h’
X Biomasa en gramos de peso seco por litro docw/L
Qp Productividad volumétrica de formacion de producto giac/Lh
Xmax Biomasa maxima alcanzada durante la fase exponencial gpcw/lL
de crecimiento
Y Rendimiento gLAC/gAzuCAR
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RESUMEN

1. RESUMEN

Una de las principales aplicaciones del lactato y la de mayor impacto ambiental es
su polimerizacion a polilactato (PLA) para la manufactura de plasticos
biodegradables, cuyas propiedades fisicas y de biodegradacion estan conferidas
por una elevada proporcion del isémero L. Sin embargo, la produccion
biotecnolégica actual de lactatos es a partir de lactobacilos, los cuales requieren
medios de cultivo complejos, que resultan caros para la obtencibn a grandes
volimenes de PLA. En contraste, Escherichia coli fermenta azucares, en medios
minerales simples, a una mezcla de productos de fermentacion, incluyendo el D-

lactato a partir de piruvato y la enzima estéreo-especifica LDHA.

El objetivo del presente trabajo fue integrar en E. coli no fermentativa (MG1655
ApfiB, AadhE, AfrdA, AxylFGH, AldhA) el gen IctE que codifica para lactato
deshidrogenasa estéreo-especifica para L-lactato, proveniente de Bacillus subtilis,
bajo el control del promotor nativo del gen IdhA y evaluar la producciéon de L-lactato
en medio mineral. Se partié de una cepa donde se habian inactivado los genes que
compiten por la disponibilidad del piruvato, por lo tanto la Unica via para regenerar
NAD" y mantener el equilibrio redox es a través de la enzima heter6loga. Los
resultados obtenidos con el analizador bioquimico y por HPLC indican que la cepa
L-lactogénica, denominada LL26 es capaz de producir en condiciones de
fermentacion L-Lactato Opticamente puro a partir de glucosa y xilosa demostrando

gue la integracion de Idh de B.subtilis es funcional.

Bajo condiciones de fermentacion en medio mineral, empleando glucosa o xilosa,
en concentraciones de 40 g/L, la cepa LL26 produce L-lactato con un rendimiento
del 95%, con tan solo 1.5 g/L de células en 48 h, s6lo una minima fraccion es
transformada a acetato y succinato, al término de la fermentacion la suma de estos
acidos orgéanicos es de 2g/L. La cepa silvestre (E. coli MG1655) cultivada en las

mismas condiciones, usando glucosa como fuente de carbono presenta una
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velocidad especifica de crecimiento de 0.42 h™*, mientras que la cepa LL26 crece a
0.29 h™’. Esto se debe probablemente a que la interrupcién en el gen que codifica
para la piruvato formato liasa (pflIB) disminuye la generaciéon de acetil-CoA y ATP en
la via de sintesis de acetato. En xilosa los valores de velocidad de crecimiento entre
la cepa progenitora y LL26 son similares, siendo de 0.23 h* y 0.16 h*

respectivamente.

Por otro lado, al duplicar la concentracion de ambas fuentes de carbono, hay una
disminucién del rendimiento, atribuido a la presién osmdética. En el caso de la
fermentacion de glucosa, el rendimiento disminuye hasta un 79% y se duplico
también la biomasa generada, alcanzandose 3g/L de células. En 72 h se consumio
casi el total de la glucosa y al término de la fermentacion se detectaron 3y 5.5 g/L
de glucosa residual en la cepa progenitora y LL26 respectivamente. Se mantuvo la
misma tendencia de velocidades especificas de crecimiento, se encontraron valores
muy similares entre la cepa MG1655 y la LL26 siendo de 0.24 y 0.18 h*
respectivamente. En contraste, en el caso de la fermentacion de xilosa 80 g/L, el
rendimiento disminuye aun mas hasta llegar a 65% y la cantidad de biomasa
generada es también de 3.0 g/L en 72 h. De manera notoria la cantidad de xilosa
residual es de 43 g/L en el caso de la cepa progenitora mientras que en la cepa
LL26 es sOlo de 17g/L al término de la fermentacion. Existen también diferencias
entre las velocidades especificas de crecimiento siendo de 0.18 y 0.12 h™ para la
cepa progenitora y la L-lactogénica respectivamente.

Adicionalmente, se cuantifico la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa en la
cepa LL26 y la cepa progenitora (MG1655). En las fermentaciones en glucosa y
xilosa en concentraciones de 40 g/L, se detectd un incremento de 3 veces la
actividad de la cepa LL26 con respecto a la cepa progenitora en ambas fuentes de
carbono. En el caso de las fermentaciones en 80g/L, para el caso de la glucosa el
incremento fue de 7 veces mientras que en xilosa fue aun mayor, de 12 veces. En
todos los casos, los resultados muestran un mayor valor de actividad en la cepa
LL26, la cual cuenta con la enzima heteréloga, sin embargo este aumento en la

actividad no se refleja en un incremento del flujo glucolitico, ya que no se eleva el
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consumo de glucosa por parte de la cepa; de la misma manera ocurre en lo
referente al consumo de xilosa.

La cepa homolactica de E.coli LL26 representa una opcion para el desarrollo de una
tecnologia para la produccién industrial de L-lactato.

S B
%h:i’ INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA, UNAM. Pag. 3



INTRODUCCION

2. INTRODUCCION

Panorama actual

Ante el inminente agotamiento de las reservas de petroleo, (Ingram et. al., 1999;
Martinez et. al., 2002; PEMEX 2006) se estima que las reservas nacionales
probadas duraran uUnicamente 9 afos a partir del 2007 (PEMEX 2007), es
imprescindible generar alternativas que sustituyan a este energético asi como sus
derivados. El sector de los plasticos es de notable relevancia pues tan solo en ésta
aplicacién se destina el 4% del total del crudo a nivel mundial, se requieren 18.7
toneladas de petréleo para fabricar 3.74 toneladas de plastico (PNUMA 1996)

Actualmente, los plasticos obtenidos a partir del petréleo presentan dos problemas:
la dependencia de un recurso natural no renovable y su permanencia en el medio
ambiente. En este contexto, resulta de interés la generacién de plasticos
biodegradables a partir productos de fermentacion, la investigacion se ha enfocado

en obtener los mondmeros que los constituyen a través de cepas modificadas.

Obtencién y usos del acido lactico

El acido lactico (acido 2-hidroxipropandico) es uno de los acidos hidroxicarboxilicos
mas empleados comercialmente debido a sus propiedades, las cuales le dan una
gran versatilidad de aplicaciones en las industrias: alimenticia, cosmética,
farmacéutica, textil y quimica. Las propiedades del acido lactico se resumen en la

siguiente tabla.
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Tabla 1. Propiedades del acido lactico. (Narayanan et al; 2004).

Peso molecular 90.08 g/mol
Punto de ebullicion 82-85 °C a 0.5-1 mmHg
122 °C a 14-15 mmHg
Punto de fusién 16.8 °C
Constante de disociacion, K, a 25 °C | 1.37x10™
Calor de combustion, AH. 1361 KJ/mol
Calor especifico, C, a 20 °C 190 J/mol/°C
Solubilidad Agua
Solventes organicos miscibles en agua
Volatilidad Baja
pKa 3.5

El acido lactico tiene un carbono asimétrico lo cual da lugar a la actividad optica.
Existen 2 isomeros Opticos el dextrogiro, acido D-(-)-lactico y el levogiro acido L-(+)-
lactico (Figura 1). La obtencion del acido lactico es por via quimica o biotecnolégica.
La produccion quimica, esta basada en la reaccion del acetaldehido con &acido
cianhidrico (HCN) para dar lactonitrilo, el cual puede ser hidrolizado para dar acido
lactico. Otro proceso se basa en la reaccion del acetaldehido con mondxido de
carbono y agua en presencia de acido sulfurico como catalizador. La sintesis
quimica tiene la desventaja de que el acido lactico producido es Opticamente
inactivo, es decir existe una composicion equimolar de los isémeros (Datta et al.,
1993, Lippinsky et al., 1986 y Litchfield., 1996). En varias aplicaciones se requiere
de alguno de los isbmeros O6pticamente puros. El lactato que se utiliza en la
alimentacion humana es el isémero L, siendo este uno de los principales mercados,
razon por la cual alrededor del 90% del acido lactico producido a nivel mundial es

por via biotecnoldgica (Hofvendahl y Hahn-Hagerdal, 2000).
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HO‘C"O O*C’OH
HO \CH3 H3Cl OH
O
O O
Acido L-{+)-ldctico Acido D-(-)-lactico

Figura 1. Isémeros del acido lactico

La produccion biotecnolégica se basa en la fermentacion de sustratos ricos en
carbohidratos principalmente glucosa y lactosa, mayoritariamente por bacterias
lacticas, teniendo la ventaja de formar enantidmeros D(-) 6 L(+), 6pticamente
activos. La produccion biotecnolégica depende del tipo de microorganismo
empleado, el pH, la temperatura, fuente de carbono, fuente de nitrégeno, modo de

fermentacion empleado y formacion de subproductos.

Plasticos biodegradables a partir de lactatos

El lactato puede ser polimerizado para formar plasticos biodegradables, conocidos
con el nombre genérico de polilactatos (PLA): el polilactato y el etil-lactato (Skory,
2003). Dentro de sus aplicaciones destacan: fabricacién de matrices para liberacion
de drogas, suturas quirurgicas, fibras textiles, envases para alimentos y agua, etc.
(Rojan, et al., 2006). Recientemente se ha incrementado la investigacion para la
obtencion de D(-) 6 L(+) lactatos por via biotecnologica, debido a su amplio
potencial para ser polimerizados en polilactato biodegradable, cuya principal
aplicacién, y la de mayor impacto ambiental, es la fabricacion de envases plasticos,
pues evita los problemas de contaminaciéon que generan los plasticos obtenidos a

partir del petroleo.
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A la fecha, los isbmeros Opticamente puros para la fabricacion de PLA son
obtenidos por fermentacién microbiana de glucosa proveniente del almidén del maiz
(Datta et al 2006), sin embargo el empleo de otros carbohidratos permitira reducir

costos de produccion.

El PLA se forma a partir de dimeros de L-lactato y D-lactato, que generan cadenas
de poliéster alifatico. La polimerizacién se lleva a cabo mediante la deshidratacion y
formacion del enlaces éster del carbono carboxilico. La produccion de acido lactico
fue de aproximadamente 220,000 toneladas en el 2005. Se prevé que su demanda
se duplique para el 2010, principalmente para usarse en la manufactura de PLA
(Boswell 2001). Los productores mayoritarios a nivel mundial de acido lactico por la
via fermentativa son: NatureWorks LLC y Cargill en los EUA, Purac en Holanda,

Galactic en Bélgica, y algunas companias de China.

Recientemente la comparia NatureWorks LLC se ha colocado como lider en el
desarrollo de polimeros a partir de lactato, diversificando su producto al dirigirlo en
dos lineas principales: las resinas constituidas por polidilactato (NatureWorks
PLA®) empleado en los plasticos destinados a los empaques y aplicaciones de
estos; y el Ingeo™ polidilactato en presentacion de fibras cuyos principales usos
son en la industria textil y aplicaciones especializadas de fibras. La mayor planta de
polilactato a nivel mundial pertenece a NatureWorks y se encuentra ubicada en
Blair, Estados Unidos, posee una capacidad de produccion de 136,200 toneladas

anuales y proyecta alcanzar las 500,000 toneladas en el 2010.

En la manufactura de envases y materiales de empaque el PLA muestra
superioridad con respecto a otros polimeros en los siguientes aspectos: claridad,
adecuado calor de deflexién, compostable (rapida degradacién en el medio

ambiente) y sostenible (proveniente de fuentes renovables).
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Las ventajas del Ingeo™ se enlistan a continuacion: baja gravedad especifica,
mayor tenacidad y baja absorcion de agua respecto a otras fibras naturales; secado
rapido, destacada resistencia a radiaciones ultravioleta, bajo indice de refraccion lo
que facilita tefirlo para obtener colores intensos; en comparacion con el PET y otros
polimeros sintéticos presenta un bajo calor de combustion, emite menos humo al
quemarse.

En desventaja a otros polimeros presenta una baja resistencia al alcali lo cual
ocasiona pérdida de fuerza en el tefiido, baja temperatura de planchado debido al

bajo punto de fusion.

En la produccion de los polimeros de lactato y sus derivados es fundamental la
generacion del enlace diéster y en la manufactura de dilactato de pureza dptica se
ha desarrollado un proceso en continuo, el cual consta de la configuracion de
multiples etapas de evaporacion, acopladas a varias etapas de polimerizacion de
los oligdbmeros de bajo peso molecular. El prepolimero se produce cataliticamente,
posteriormente se recupera en un sistema de destilacién con condensacion parcial,

para ingresar a otra de las subsecuentes etapas (Datta 2006).

El dilactato es empleado en la manufactura de polimeros de bajo peso molecular o
copolimeros, el proceso desarrollado a partir de productos de fermentacion tiene la
ventaja de reciclar y reusar el acido lactico asi como los prepolimeros, lo cual

permite obtener un proceso mas eficiente y econdémico.

En el proceso de obtencidon de lactato, la glucosa es convertida en acido lactico a
través de la fermentacion, el agua es removida a temperatura ambiente para
generar un prepolimero de bajo peso molecular, posteriormente este prepolimero es
cataliticamente depolimerizado hasta formar un intermediario ciclico de dilactato, el
cual es polimerizado en un poliéster de alto peso molecular, posteriormente
purificado efectuando una destilacion. En el proceso del biopolimero IngeoTM, el
dilactato se polimeriza empleando un solvente que permite abrir los anillos dejando

un grupo hidroxilo (OH) activo para polimerizar las cadenas y obtener agregados de
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polidilactato. EI mejor método para este propdsito es iniciar la apertura del anillo
dimérico mediante el uso de catalizadores alcéxidos y/o carboxilatos de metales
covalentes Zn, Sn(ll), Al, Y y Sn(lV) (Kohornen et al; 2001) también es usual la
policondensacion directa del polilactato (Ajioka et al; 1995). En la preparacion de los
polilactatos es deseable una rapida polimerizacién en el caso de su obtencién por
extrusion reactiva en ello es comun emplear poliglicerina como activador de los
anillos. De manera general los polidilactatos lineales y los ramificados son
obtenidos empleando como co-iniciadores alcoholes primarios, secundarios y
terciarios, esto no afecta las propiedades del polimero a excepcion de un ligero

decremento en la temperatura de fusién. (Korhonen et al; 2001).

Debido a la fuerza del polimero pueden ser obtenidas fibras, peliculas y varillas que
son biodegradables, al descomponerse generan acido lactico y CO»
Las copolimerizaciones de lactato con acido hidroxiacético son empleadas en

empaques de alimentos, jardineria y horticultura principalmente.

Otra importante aplicaciéon del lactato es como solvente, el etil lactato conocido en el

mercado comercial como VertecBioEL™

, se utiliza como recubrimiento, tintas y
agentes de limpieza, debido a su alto desempeno y versatilidad se ha calificado
como el solvente verde con mas beneficios ya que es facilmente biodegradable y
reporta excelentes resultados en los ensayos toxicoldgicos, cuenta con el potencial
para desplazar varios solventes provenientes del petréleo tales como: acetona,

DMF (N,N-Dimetilformamida), tolueno o N-metilpirrolidona en procesos industriales

El precio comercial del acido lactico oscila de $1.4 dolares americanos/kg (50% de
pureza) a $1.6 ddlares americanos/kg (88% de pureza), mientras que el precio del
PLA es de $2.2 ddlares americanos/kg. El costo de produccién del acido lactico es
de $0.55 dolares americanos/kg (Datta 1993).

La produccién de PLA no depende directamente del petréleo como materia prima,

pero si de manera indirecta en su manufactura por la energia utilizada en el

$.%INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA, UNAM. Péag. 9



INTRODUCCION

proceso. Para hacerlo realmente sustentable se requiere minimizar el uso de
combustibles fosiles en el proceso. La compafia Novamont afirma que para
producir un kg de PLA requiere un 80% de la energia necesaria para producir de
manera tradicional el polietileno, mientras que NatureWorks sostiene que en su
sistema de producciéon de PLA se ahorra de un 25 a un 68% de la energia; en parte
esto lo logra debido al uso de energias renovables que la empresa ha certificado.
Asi mismo, NatureWorks afirma que el PLA que produce, aparte de uso como
material de empaque o embalaje, se puede destinar a cualquiera de los siguientes
propédsitos: reciclarse quimica o fisicamente, emplearse como abono organico e

incinerarse para obtener energia.

El organismo regulador de Alimentos y Medicamentos en Estados Unidos conocido
por sus siglas en inglés como FDA (Food and Drug Administration) y las autoridades
Europeas han aprobado las resinas de polilactato para ser empleadas en
aplicaciones alimenticias; de manera tal que aunado al empaque de plastico
biodegradable, constituido de PLA, en el cual se expenden frutas y verduras, estas
podran contener cubiertas de polilactato para evitar la senescencia prematura de

estos alimentos.

En el presente, el mercado del polilactato experimenta una expansion debido a las
propiedades mecanicas que presenta su aplicacion como plastico, tales como
termoplasticidad, resistencia al impacto y fuerza, alta resistencia a la tensién y
minima elongacion, asi como elasticidad modulada. La rigidez que presenta le
permite ser una opcién viable en el reemplazo del poliestireno y/o el PET
(Tereftalato de polietileno) en algunas aplicaciones. También se ha extendido su
uso a la fabricacién de protesis; y en lo referente a su aplicacion en forma de fibras,
estas se emplean en suturas quirdrgicas y hasta para generar telas y rellenos

biodegradables.
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Biodegradacion del PLA

El PLA es un polimero que se degrada rapidamente sin dejar residuos toxicos bajo
condiciones de composta en gran escala empleando temperatura de 60°C. En
ocasiones el PLA se mezcla con almidon para incrementar su biodegradabilidad y
reducir su costo, sin embargo la cristalinidad del polimero se ve reducida, con lo
que se restringen algunas de sus aplicaciones; como alternativa, se han efectuado
mezclas que incluyen glicerol y sorbitol mostrando mejoras.

Los enlaces éster pueden ser escindidos por hidrdlisis quimica o enzimatica, el
proceso de degradacion ocurre en dos pasos: el inicial consiste en la generacion de
fragmentos de bajo peso molecular resultantes de la hidrdlisis y el posterior consiste
en el transporte y metabolismo de dichos compuestos al interior de la célula para su
mineralizacion a CO,, H,O y biomasa. Se han identificado como degradadores de
oligbmeros de PLA (peso molecular ~1000) a los organismos: Fusarium
moniliforme, (Torres et al., 1996), Penicillium roquefort, (Pranamuda et al., 1997),
Amycolatopsis sp., (Pranamuda y Tokiwa, 1999), Bacillus brevis (Tomita et al.,
1999), Rhizopus delemer (Fukuzaki et al., 1989), Tritirachium album. Estudios
recientes demuestran que la enzima aislada de Amycolatopsis sp. degrada PLA,
discriminando de entre PCL poli (e-caprolactona) y PHB poli (B-hidroxibutirato). La
hidrolisis enzimatica ocurre a mayor velocidad en la regién amorfa en comparacion
con la regidn cristalina (Pranamuda et al; 2001). La primera etapa de la degradacién
consiste en la hidrdlisis de los compuestos solubles en agua y el acido lactico, la
rapida conversién de estos productos en agua, CO, y biomasa de una amplia

variedad de microorganismos.

Produccién biolégicay requerimientos de lactatos 6pticamente puros

Las principales ventajas de la sintesis fermentativa, sobre la quimica, consiste en la
obtencién de isdmeros Opticamente puros, lo cual facilita la purificacion y su
produccion a partir de material biolégico renovable. Las propiedades fisicas y de

biodegradacion del PLA dependen de la relacion empleada de las formas D y L
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durante la polimerizacion, siendo el enantiomero L el que se requiere en una mayor

proporcion (Zhou et al., 2003).

El PLA es un polimero que se caracteriza por tener una amplia variedad de
propiedades, que son el resultado de la existencia de una copolimerizacion o bien
una estéreo-complementacion (Saulnier et al., 2004). Se ha estudiado el efecto de
la estéreo-complementacion de las cadenas de L-PLA y D-PLA en su: formacion,
estructura, resistencia térmica, propiedades de degradacion y aplicaciones; asi
como en la obtencion de cristales y fibras empleadas en la manufactura de plasticos
biodegradables. Las interacciones de van der Waals se fortalecen debido a la
estéreo-complementacién y se favorecen las propiedades mecanicas, la resistencia
térmica y la hidrolisis (Hideto et al., 2005). Como ya se menciond, para la
polimerizacién se requieren de los mondmeros L-lactato y D-lactato Opticamente
puros, ya que el peso molecular de las cadenas de L-PLA y D-PLA, asi como su
proporcion en la polimerizacion, son los parametros cruciales involucrados en la
estéreo-complementacion, a su vez se ven relacionados en la miscibilidad vy

cristalizacion del polimero. (Fukushima et al., 2007).

Potencial uso de residuos agroindustriales en la obtencién de L-lactato

Las investigaciones a nivel internacional se enfocan en la disminucion de costos de
produccion, mediante el empleo de nuevos sustratos, nuevas tecnologias de
fermentacion y separacion; asi como nuevos microorganismos capaces de alcanzar
altas concentraciones de acido lactico, altos rendimientos y altas productividades. El
uso de residuos agroindustriales y material lignoceluldsico, se ha planteado como
alternativa para producir lactatos, con el fin de competir con las tecnologias actuales
de obtencion de plasticos convencionales (Datta et al., 2006). En areas agricolas,
se originan cantidades exorbitantes de residuos agroindustriales, anualmente a
nivel mundial se generan 3,500 millones de toneladas (Lal et al., 2008). La mayoria
son obtenidos al procesar una materia prima o bien un cultivo dedicado a la

alimentacion humana, como resultado, esta garantizada su inocuidad ya que se
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encuentra libre de patdégenos y ausente de contaminantes. (Russ W. et al; 2004). El
uso de esta potencial fuente de carbono depende de su precio, disponibilidad y
pureza. El principal componente del agroresiduo es la materia organica
biodegradable, que en ocasiones genera serios problemas ambientales. Sin
embargo actualmente existen diversas alternativas mediante las cuales pueden
explotarse sus cualidades. La conversion de este residuo en la fuente de obtencion
de bioproductos como el acido L-lactico a partir de su fermentacioén, resulta atractiva
debido a que se encuentran en cantidades abundantes y renovables que hacen
factible y rentable su uso. Adicionalmente ofrecen la ventaja de ser de bajo costo y

evitar la competencia de alimentos destinados a la nutricion de las especies.

Aun cuando la utilizacion de estos residuos resulta atractiva por su alto contenido
de carbohidratos, su utilizacion es limitada pues el aprovechamiento de estos
azucares es escaso al encontrarse principalmente en la fraccion hemiceluldsica que

las bacterias lacticas no convierten eficientemente en lactatos.

Después de la glucosa, la xilosa es el segundo monosacarido mas abundante en la
naturaleza y se encuentra polimerizado en la fraccién hemiceluldsica de las plantas,
cuya composicion es principalmente de pentosas (xilosa y arabinosa: 85%) y
pequefias fracciones de hexosas (glucosa y manosa 15%) (Ingram et al., 1999). Sin
embargo, la variedad de microorganismos que metabolizan tanto pentosas como
hexosas es restringida. No existen microorganismos silvestres que puedan
catabolizar eficientemente xilosa o bien mezclas de glucosa-xilosa en productos de
fermentacién. En este contexto, resulta relevante mejorar la utilizacion de la xilosa y
revertir la baja capacidad de fermentacion de la pentosa para la produccion de

acido lactico.
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Organismos productores de acido lactico

Las bacterias que pueden emplearse para la producciéon de acido lactico son: cocos
y bacilos Gram positivos, anaerobios facultativos, no esporulan, inméviles y
catalasa negativo, pertenecientes a los géneros: Lactobacillus (Lb),
Carnobacterium, Leuconostoc (Leu), Pediococcus (Pd), Streptococcus (Str),
Tetragenococcus, Lactococcus (Lc), Vagococcus, Enterococcus (Ent), Aerococcus y
Weissella (Sneath 1984; Hofvendahl y Hahn-Hagerdal, 2000). La mayoria de las
especies pertenecientes a estos géneros tienen alta tolerancia a pH por debajo de
5, lo cual es una ventaja competitiva sobre otras bacterias. Las bacterias acido
lacticas (LAB) del género Lactobacillus son excelentes productoras de D y L-lactato,
sin embargo, su uso para la obtencidn de lactatos para producir PLA no es
ventajoso, debido a los requerimientos nutrimentales complejos de estas bacterias,
resultado de su limitada habilidad para sintetizar aminoacidos y vitamina B. (Niel y
Hahn-Hagerdal, 2000), ademas de generar mezclas racémicas. Aunado a esto, la
gran mayoria de los lactobacilos no son capaces de fermentar eficientemente

xilosa.

Los hongos estudiados en la produccion de acido lactico son mohos y levaduras
pertenecientes a los géneros: Mucor, Monilia, Rhizopus, Saccharomyces vy
Kluiveromyces. (Bianchi et al., 2001). De entre ellos, el mas estudiado es Rhizopus
oryzae puesto que no requiere fuente de nitrdgeno organico para su crecimiento,
produce grandes cantidades de L (+) acido lactico a partir de almidén y es
facilmente separado del medio de fermentacion. La produccion de acido lactico con
mohos presenta la dificultad de la forma fisica de gran tamafio de los micelios
causando resistencia a la transferencia de masa en el proceso fermentativo, en
consecuencia, se prolongan los tiempos de fermentacién, aumentan los
subproductos generados y disminuyen los rendimientos de conversién (Bulut et al.,
2004, Dong-Mei et al., 2003).

El 4cido lactico ademas puede ser producido por bacterias que no se incluyen en el

grupo de lactobacilos como Bifidobacterium, algunas especie de Bacillus,
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Clostridium, Microbacterium y bacterias entéricas como: Escherichia coli,
Enterobacter cloacae y Enterococcus faecalis. E. coli es una bacteria que puede
fermentar xilosa, arabinosa, manosa y glucosa, entre muchos azucares, siendo
minimos sus requerimientos nutrimentales, es decir, requiere unicamente sales y la
fuente de carbono (Ingram et al.,, 1987, Chang et al., 1999). En condiciones de
fermentacion E. coli produce una mezcla de acetato, etanol, formato, succinato y D-
lactato. Mediante Ingenieria de Vias de Metabdlicas (IVM) es factible obtener cepas
derivadas de E. coli homofermentativas (Dien 2002, Zhou 2003). En el grupo de
investigacion donde se desarrollo este trabajo se han construido cepas de E. coli
(Utrilla et al., 2009) y de Bacillus subtilis (Romero et al., 2007, 2009b) capaces de
producir D y L-lactato, respectivamente, con altos rendimientos. En el presente
trabajo se abordé la posibilidad de producir L-lactato a partir de xilosa mediante una
cepa de E.coli, para ello se integré en cromosoma el gen Idh de B. subtillis que
codifica para una L-lactato deshidrogenasa y se evalué la produccion de L-lactato

en medio mineral.
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3. ANTECEDENTES
3.1 Ingenieria de vias metabdlicas en la produccion de lactato

Recientemente se ha incrementado el interés por realizar investigaciones
relacionadas a la produccion de lactatos 6pticamente puros por Ingenieria de Vias
Metabdlicas (IVM). El objetivo de la IVM es modificar la red metabdlica de un
organismo a través de técnicas de ADN recombinante, para alterar el flujo
metabdlico y dirigirlo mayoritariamente hacia un producto en especifico. Involucra
sistemas de transporte, mecanismos de regulacion y actividades enzimaticas, las
mejoras por IVM estdn enfocadas en el rendimiento y la productividad de un
metabolito de interés. (Stephanopoulos, 1999; Bailey, 1991; Romero et. al., 2007).
De esta manera, se han construido cepas derivadas de E. coli para la produccion
homofermentativa de D y L-lactatos. La principal estrategia para obtener cepas
homolacticas, en el caso de E. coli productoras de D-lactato, empleando el gen
nativo que codifica para la D-lactato deshidrogenasa (LDHA), ha consistido en
interrumpir la conversion de piruvato en acidos organicos (acetato, succinato,
formato) y etanol (Figura 2) que las cepas silvestres de E.coli realizan durante la
fermentacion de glucosa, con la finalidad de lograr el balance redox. En el caso de
las cepas productoras de L-lactato, adicionalmente se interrumpe la formacion de D-
lactato. En las estrategias de IVM se modifica el balance de carbono hacia el
producto deseado manteniendo el equilibrio redox, ademas se evita la formacion de
subproductos y con ello se mejora la acumulacién de acido lactico (Zhu et al.,
2007).

Como se aprecia en la figura 2, el piruvato es mayoritariamente metabolizado a
acetil-CoA por la enzima piruvato formato liasa (PFL) en condiciones de
anaerobiosis mientras que en condiciones aerobias la conversion es catalizada por
la enzima piruvato deshidrogenasa (PDH). Asi mismo, en condiciones de

fermentacion las enzimas PFL y LDHA compiten por el piruvato.
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Biosintesis .

Glucosa
2 NAD* T
2 NADH Citrato
ppc
PEP Oxalacetato — — Fumarato
ADP l frdABCD
2 NAD* 2 NADH ATP Succinato

2 D-Lactato 4%% 2 Piruvato

NAD* CoO
fIB 2
ace EF, Ipd>4>p Formato 4

NADH H2
adhE ;
Acetil-P pta AcetilCoA Acetaldehido
ADP NADH NAD* NADH
ackA adhE
ATP NAD*
Acetato Etanol

Figura 2 Fermentacién de glucosa en E. coli en condiciones anaerobias (Zhou et al., 2003). Los
genes que codifican a las enzimas se indican en cursivas: IdhA lactato deshidrogenasa; ppc
fosfoenol piruvato carboxilasa; pflB piruvato formato liasa; frdABCD fumarato reductasa; adhE

alcohol deshidrogenasa; ackA acetato cinasa; aceEF y Ipd piruvato deshidrogenasa.

En E. coli la reoxidacién del poder reductor ocurre primordialmente por accion de la
enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa durante la glucdlisis. Esta enzima
distribuye el flujo hacia fosfoenolpiruvato, subsecuentes reacciones permiten
obtener los diversos productos de fermentacién, la produccion de succinato esta
catalizada por la enzima (ppc) fosfoenol piruvato carboxilasa. Con excepcion del
succinato, todos los acidos organicos y el etanol provienen del piruvato. El piruvato
juega un papel fundamental en la regulacion metabdlica (Yang et al., 2001). Asi, el
destino del piruvato esta regido por un estricto control metabdlico. La expresion de

los genes que codifican las enzimas para los productos de fermentacion es
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regulada de manera global mediante FNR (Reduccién de Fumarato y Nitrato) y el
sistema ArcA/B (control de la respiracion aerobia). Estos reguladores de uno y dos
componentes respectivamente, detectan el estado de oxidacion de los
intermediarios en el proceso de respiracion con lo que activan o reprimen los genes
asociados a la fermentacion o la respiracion. De manera general ArcA/B se
encuentra activo en condiciones de microaerobiosis mientras que FNR lo esta en
estrictas condiciones de anaerobiosis (Shale-Levanon et al., 2005, Aleexeva et al.,
2003, 2000).

Finalmente la distribucién del flujo en el nodo de piruvato incide en el metabolismo
de la célula, esto se refleja al modificar los niveles de actividad de las enzimas
involucradas y en mantener en balance el estado energético y el equlibrio redox. La
adecuada manipulacién de los genes en el metabolismo del piruvato ha permitido
generar cepas cuyo espectro de productos de fermentacion se ve reducido;
logrando dirigir el flujo hacia un metabolito deseado. Las inactivaciones en pfl
descritas por (Chang et al., 1999, Zhou et al., 2003, Zhou y Shimizu 2004); y la
inactivacion en pta (fosfotransacetilasa) (Chang et al.,, 1999) permiten un
incremento en la concentracion de D-lactato. Ante ello, la investigacion se ha

enfocado en interrumpir las vias que compiten por la disponibilidad del piruvato:

Una de las estrategias ha consistido en la interrupcion del flujo que genera acetil-
CoA y formato, esto es eliminando o interrumpiendo parte del gen que codifica para
la piruvato formato liasa (pfl) (Dien et al., 2001; Dien et al., 2002) y eliminando las
vias que compiten por la disponibilidad de piruvato (Zhou et al., 2003; Zhou et al.,
2005; Grabar et al., 2006; Zhu et al., 2007).

Una propuesta consistio en interrumpir los genes que codifican para la
fosfotransacetilasa (pta) y fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), obteniéndose un
rendimiento alto de &cido lactico de 90%. Sin embargo estas cepas para su
crecimiento requieren de suplementos, tales como acidos carboxilicos o nutrientes

complejos (Chang et al.,, 1999; Utrila et al., 2009). Se observd que los
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requerimientos de &cidos carboxilicos disminuyen si se preserva ppc, pero el
rendimiento se ve disminuido, debido a la presencia de succinato. Otra alternativa
consistié en eliminar la produccion de acetato, succinato, etanol y formato, es decir,
interrupciones cromosomales en los genes ack, frdBC, adhE vy pfiB,
respectivamente. Con estas cepas ha sido factible obtener D-lactato 6pticamente
puro a partir de glucosa, con rendimientos de hasta el 95% del teorico (Chang et al.,
1999). Cabe mencionar que el rendimiento teérico de conversién de glucosa en

lactato es de 1 g de lactato por g de glucosa.

También se ha logrado la produccién homofermentativa de L-lactato, reemplazando
el gen IdhA de E. coli W3110 en cromosoma por el gen IdhL, el cual codifica para
una L-lactato deshidrogenasa proveniente de Pediococcus acidilactici. Con la cepa
resultante (SzZ85), también se obtienen rendimientos cercanos al tedrico de L-
lactato Opticamente puro a partir de glucosa (Zhou et al., 2003). SZ85 también fue
evaluada usando xilosa en medio mineral, sin embargo las productividades son
bajas, (maxima productividad especifica 20.8 + 1.4 mmol/ (gocwh) para glucosa y
9.8 mmol/(gocwh) para el caso de la xilosa), por ende los tiempos de fermentacion
son muy extensos, de 5y 14 dias para convertir 50 g/L de glucosa o xilosa en L-

lactato, respectivamente (Zhou et al., 2003).

En condiciones de fermentacién E. coli requiere regenerar la forma oxidada de
NAD" a partir del NADH, esto lo consigue a través de los diversos productos de
fermentacion de entre los cuales se encuentran el lactato y el acetato y siendo
minoritarios el formato, succinato y etanol. Estos productos presentan diferentes
estados de oxidacién estableciendo un balance energético y un balance redox
(Clark 1989). Aun cuando se forman otros metabolitos, la conversion de piruvato a

lactato constituye el paso con mayor aporte a la regeneraciéon de NADH.

Otro aspecto importante en la regulacion del metabolismo es el balance de energia,

bajo condiciones de fermentacién el ATP es generado por la célula a través de la
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glucdlisis. Se ha demostrado que el flujo glucolitico se controla por los
requerimientos de ATP (Koebmann et al., 2002). Las reacciones catalizadas por las
enzimas piruvato cinasa y acetato cinasa intervienen en la disponibilidad del ATP en
la célula. La figura 3 muestra el balance de ATP y el balance redox que realiza E.
coli al emplear la glucdlisis y la via de las pentosas hasta la generacion de lactato

en condiciones de fermentacion.

La interrupcion en pflB tiene efectos drasticos en la fisiologia de E. coli al cultivarse
en condiciones de fermentacién, ya que la disponibilidad de acetil-CoA disminuye
drasticamente y aunado a esto se encuentra la baja generacion de biomasa
(Hasona et al., 2004). También la obtencion de ATP se afecta, debido a que por mol
de xilosa se utilizan dos ATPs para transportarla y fosforilarla, lo cual limita la
produccién de ATP al interrumpir la formacion de acetato, Unicamente se obtiene
0.67 moles de ATP por mol de xilosa. En el caso de la glucosa este valor es de 2,
ya que el sistema de transporte y fosforilacion de éste azucar, el sistema de la

fosfotransferasa, utiliza solo 1 ATP (Hasona et al; 2004)

5. £INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA, UNAM. Pég. 20



ANTECEDENTES

XILULOSA

AT
(- ) Xyl B
N ADPPa y

XILULOSA- 5
GLUCOSASZR)=> GLUCOSA - 6P ¥ e

RIBULOSA - 5P

FRUCTOSA - 6P

PEP || Piruvato ADPH \
e -
@ FRUCTOSA 1,6 BP
/ DE LAS

p > G
NAD* PENTOSAS
NADH +H*
1,3-Difosfoglicerato

@D D

3-Fosfoglicerato

Dihidroxiacetona-

Succinato H
H
frdABCD c v

Fumarato qumum Oxalacetato& PEP

NAD*  NADH +H* @ @ ATP
[dhA
D-Lactato Qﬂ PIRUVATO

NAD* NADH+ H*

Figura 3. Metabolismo de glucosa y xilosa de E.coli en condiciones de fermentacion, balance de
ATP y NADH en la formacion de lactato. Simbolos rellenos glucosa <@ simbolos abiertos xilosa
O XylFGH Transportador de xilosa dependiente de ATP, XylB Xilulocinasa, rpe ribulosa fosfato

frdABCD fumaratoreductasa.

A continuacion se muestra un esquema del balance energético y balance REDOX
hasta la formacién de piruvato empleando glucosa o xilosa (Figura 4). Por cada mol
de xilosa se producen 0.67 moles de ATP mientras que por cada glucosa se
producen 2 moles de ATP. Con lo que es posible inferir que se requiere metabolizar

xilosa a una mayor velocidad para lograr la misma eficiencia que la alcanzada en la
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generacion de biomasa a partir de glucosa. En el caso de la cepa JU15, al parecer
se producen 1.67 moles de ATP por cada mol de xilosa esto es atribuible a la
inactivacion del transportador xylFGH (dependiente de ATP) y a los niveles de
actividad basal de la piruvato deshidrogenasa, se canaliza carbono hacia Acetil-
CoA, generando acetato y por ende un mayor rendimiento de ATP.

Cepa E. coli
Balance de ATP
Glucosa a Piruvato Xilosa a Piruvato
Por cada molécula de glucosa Por cada & moléculas de xilosa
-2 ATP por activacién -6 ATP por transporte
+4 ATP producidos -10 ATP por activacidn
Z=2 ATP por molécula de glucosa +20 ATP produddos
Z = 4 ATP por 6 moléculas de xilasa
Rendimiento neto: 2 ATP por moléculz de glucosa Rendimiento neto: 0.67 ATP por molécula de xilosa
Balance de NADH
Glucosa a Lactato Xilosa a Lactato
+2 NADH en glucdisis +10 NADH en glucdlisis
-2 NADH en produccién de lactato -10 NADH en produccién de lactato
=0 Z=0
Balance REDOX Balance REDOX
Cepa E. colf JULS
Balance de ATP
Glucosa a Plruvato Xllosa a Piruvato
Por cada molécula de glucosa Por cada & moléculas de xilosa
-2 ATP por activacién -10 ATP por activacién
+4 ATP producldos +20 ATP produddos
Z=2 ATP por molécula de glucosa X = 10 ATP par molécula de xllosa
Rendimlento neto: 2 ATP por moléculz de glucosa Rendimlento neto: 1.67 ATP por molécula de xdlosa
Balance de NADH
Glucosa a Lactate Xllosa a Lactato
Por cada molécula de glucosa Por cada 6 moléculas de xlosa
+ 2 NADH en glucélisis -10 ATP por activacién
-2 NADH en producclén de lactato +20 ATP produddos
2=0 Z=0
Balance REDOX Balance REDOX

Figura 4. Balance energético de las cepas de E.coli silvestre y JU15.
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En el Laboratorio de Ingenieria de Vias Metabdlicas (IVM) del Instituto de
Biotecnologia, a partir de E. coli MG1655 se han construido cepas por IVM para
producir D-lactato bajo el fondo genético ApflB, AadhE, AfrdA (Utrilla et al., 2009).
Ademas se promovio la utilizacion del sistema de transporte de xilosa por simporter
(xylE) para evitar el uso de ATP en la internalizacién de xilosa. Para lograr esto se
eliminé el sistema de transporte ABC de xilosa (xylFGH). Esta cepa (E. coli MG1655
ApflB, AadhE, AfrdA, AxylFGH) CL3 fue sometida a evolucion adaptativa,
obteniéndose de esta manera la cepa denominada JU15 (Utrilla 2009b), con la cual
se ha logrado convertir 40 g/L de glucosa o xilosa en D-lactato con rendimientos de
conversion del 95% en 1.5 y 2 dias respectivamente, mostrando su superioridad
para producir D-lactato a mayor velocidad en comparacion con las derivadas de E.
coli W3110 (Utrilla 2009b). La tabla 2 muestra una comparacion entre JU15 y su
progenitora CL3 (MG1655 ApfiB, AadhE, AfrdA), es de notar que se incrementaron
casi al doble los pardmetros de velocidad especifica de crecimiento y velocidad

especifica de producto, manteniéndose constante el rendimiento de 95%.

Tabla 2. Parametros cinéticos de crecimiento en xilosa de las cepas CL3 y JU15.

Parametro Cepa CL3 Cepa JU15
u(h™) 0.08 0.18
Y p/S (g lactatolg azicar) 95% 95%
Vel. Esp. Prod (g actatorg bcw#h) 1.3 2.62

u: Velocidad especifica de crecimiento

Yp/s: Rendimiento producto sustrato

Vel. Esp. Prod.Velocidad especifica de producto.
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3.2 Enzimalactato deshidrogenasa

En el paso final de la ruta Embden-Meyerhof las bacterias homofermentativas
convierten el piruvato en lactato y regeneran NAD" a partir del NADH que se forma
en los pasos previos, mientras que en las bacterias heterofermentativas aiin cuando
se forman otros metabolitos, la conversién de piruvato a lactato es también el paso
mayoritario en la regeneraciéon de NAD". Las bacterias acido-lacticas poseen una
gran cantidad de lactato deshidrogenasa ligada a NAD (nLDH). Estas enzimas son
citoplasmaticas. El piruvato se convierte en L(+) o D(-) lactato por diferentes
enzimas L(+) L-LDH o D(-) D-LDH.

3.2.1 Lactato deshidrogenasa de E.coli

E.coli expresa tres tipos de lactato deshidrogenasas, dos estdn unidas a la
membrana plasmatica y llevan a cabo la conversion irreversible de D- y L- lactato a
piruvato, mientras que la tercera es citoplasmatica, de caracter fermentativo, es una
enzima soluble ligada a NAD*/NADH que convierte unidireccionalmente el piruvato
a D(-) lactato. Esta enzima LDH se activa alostéricamente por piruvato
encargandose de reoxidar el NADH generado durante la glicélisis (Tarmy, 1968). El
gen IdhA de E.coli es inducido por dos factores, la anaerobiosis y la acidez. La
expresion del gen esta bajo el control de multiples reguladores transcripcionales. En
condiciones de baja concentracion de oxigeno en E.coli se ha evidenciado un
incremento en la actividad de la enzima LDH, asi como las que intervienen en la via
glucolitica y otras relacionadas a la produccion de otros acidos organicos. (Zhu y
Shimizu, 2005).

3.2.2 Lactato deshidrogenasa de B. subtilis

Por otro lado, B. subtilis posee una enzima que es especifica para la formacién de
L(+) lactato, también dependiente de NAD" (Yoshida, 1965) que a diferencia de la
LDH de E. coli no se activa por sustrato, y dentro de la clasificacion de las L(+)
LDH's, pertenece al grupo que se activa por 1,6-FDP (fructosa 1,6-difosfato). La
L(+)LDH de B. subtilis (codificada por ICtE) es un homotetramero de 140 kDa,
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comparte un 65% de identidad con la L(+)LDH de B. stearothermophilus, esta tltima
se ha estudiado ampliamente y se cuenta con su estructura cristalografica (Schar,
1982).

La lactato deshidrogenasa de B.subtilis desempefia un papel fundamental en el
metabolismo fermentativo. Esto se demostré al generar la cepa BS35 la cual tiene
interrumpido el gen ldh, donde el crecimiento y el consumo de glucosa se ven
abatidos en esta construccion, aun cuando se ha reemplazado la via fermentativa
de lactato por la via heter6loga de producciébn de etanol. Se determindé la
especificidad de los cofactores de la enzima, encontrdndose que es capaz de
utilizar ambos: NADH y NADPH, esto se evidencio de manera clara ya que en
ausencia de la deshidrogenasa no se detecta la reduccion del NADPH. (Romero et
al., 2007). Para verificar que la reduccion del NADPH es catalizada Unicamente por
la enzima lactato deshidrogenasa de B.subtilis se determinaron sus parametros
cinéticos: Km NADH 0.013 mM, Km NADPH 0.288 mM el valor de NADH es muy

similar al reportado previamente (Tabla 3.) (Yoshida, 1965).

En las bacterias Gram positivas se han determinado los valores de Km para NADH
y estos oscilan entre 0.001 a 0.22 mM; destaca el valor de B. subtilis por ser una de
las correlaciones mas altas del valor de afinidad por el NADH y valor de actividad de
LDH (Garvie 1980). Mientras que el valor de Km para NADPH de B.subtilis es
similar al de bacterias acido lacticas como Lactobacillus acidophilus y L. jensenii
(Romero et al., 2007).
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3.2.3 Comparaciéon de las propiedades cataliticas de las enzimas LDH de

E.coli y de B. subtilis

Tabla 3. Parametros cinéticos para lactato deshidrogenasa de B.subtilis y E. coli.

Parametros cinéticos

KM KM KM
kcat Act esp.

Fuente NADH Piruvato Lactato i Ref.
(mM) (mM) (mM) ((mols/min)/molenzima)  (Ul/Mgpror)
IctE Yoshida
B. subtilis  0.065 0.8 30 4.2 x 10° 1.1x10* 1965
ldhA Tarmy &
E. coli 0.65 7.2 22 3.4x10% 2.5 x102 Kaplan
1968

En comparacion con la D-LDH de E.coli, la L-LDH de B. subtilis presenta una
afinidad diez veces mayor por NADH y piruvato, asi mismo su kcat y actividad
especifica son dos 6rdenes de magnitud mayores que las de E. coli. Estas
caracteristicas, nos permitieron plantear la factible sustitucion del gen que codifica
para la D-LDH nativa de E. coli con el de la L-LDH de B. subtilis bajo el control del

promotor silvestre de IdhA, para obtener cepas capaces de producir L-lactato.

En la generacién de cepas de E.coli L-lactogénicas, la eleccion de la enzima
heter6loga constituye un factor decisivo en el éxito de la construccion, en

consecuencia, se han dirigido esfuerzos en distintas vertientes.

3.2.4 Mejoramiento de la enzima LDH

En el Instituto de Biotecnologia se ha realizado investigacion en la evolucion dirigida
de la enzima lactato deshidrogenasa, enfocada al mejoramiento de los parametros
cataliticos de la L-LDH de Bacillus stearothermophilus. Mediante el alineamiento de
secuencias de aminoacidos consenso se cred una libreria, donde fueron sustituidos

de manera preferencial, los aminoacidos cercanos al sitio de union del cofactor
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NADH, tomando como base la estructura tridimensional de la lactato
deshidrogenasa de Bacillus stearothermophilus. Una triple mutante (Mut 31) fue
mejor en la utilizacion del NAD" y mas eficiente cataliticamente que la enzima
silvestre. Al efectuar la sustitucién de dos aminoacidos en (Mut 31) involucrados en
la especificidad de la enzima por el cofactor, la enzima utiliza mejor el NADP" e
invirtié su preferencia de NADH por NADPH (Flores et al., 2005).

Sin embargo el uso de las enzimas lactato deshidrogenasas modificadas en E.coli
se encuentra aun limitado debido a que se ha reportado que la sobre-expresion de

la enzima puede generar efectos adversos tales como los siguientes:

3.2.5 Efecto de toxicidad de plasmidos multicopia de la enzima L-LDH de B.

subtilis en E. coli.

El efecto de la sobreexpresiéon en plasmidos multicopia de la L-LDH de B. subtilis en
E. coli, se ha determinado como téxico en la cepa Val23 (E. coli W3110 Apfl Aldh).
Esto se observa como una disminucion en la generacion de biomasa y en los
rendimientos de &cido lactico en condiciones anaerobias, ademas reduce
sustancialmente el crecimiento del bacilo en condiciones aerobias. De la misma
manera se ha evidenciado que en mutantes carentes de la actividad enzimatica
LDH (ausencia de produccién de acido lactico) se desencadena el mismo efecto
toxico al sobre-expresar la proteina en el medio intracelular (Vazquez et al., 2007).
Esto puede ser debido a la interaccion de regiones hidrofébicas en la superficie de
la proteina lo cual evita la solubilidad y ocasiona la formacion de agregados. Sin
embargo, cuando el nivel de transcripcién del plasmido es basal en condiciones
anaerobias, la actividad de LDH de B. subtilis logra complementar la ausencia de la
LDH silvestre en E. coli y permite el crecimiento de VAL23, regenerando el NAD"

mediante la conversion de piruvato a lactato (Vazquez et al., 2007).
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3.2.6 Abatimiento del efecto toxico de plasmidos multicopia de la enzima L-
LDH de B. subtilis

El efecto de toxicidad al sobre-expresar la LDH de B. subtilis es abatido mediante
evolucion dirigida, ello se evidencid al incrementar los niveles de expresion de la
enzima en plasmidos. Las mutantes se eligieron empleando el criterio consistente
en la mejora del crecimiento bajo la induccion de IPTG y la regeneracion de NAD*
(Vazquez et al., 2007). Se identificaron dos variantes de interés, la 2P que aumento
la velocidad especifica de formacion de &cido lactico, aun cuando disminuye los
niveles de expresion de la enzima, mantiene actividad especifica ligeramente
superior a la enzima silvestre. La variante 6T3 mejor0 su actividad especifica,
mantiene un nivel de expresion similar al de la silvestre, atribuible a la disminucion
de agregados debido a que las mutaciones identificadas son en zonas de

exposicion al solvente. (Vega, 2009).

3.2.7 Posible efecto de la actividad enziméatica de L-LDH de B.subtilis en el

flujo glucolitico de E.coli

Datos de nuestro grupo y de otros, han mostrado que el transporte y la velocidad de
transformacion del piruvato en productos de fermentacion permiten controlar el flujo
a través de la glucdlisis. Es decir, que una mayor capacidad para transportar
glucosa o una mayor actividad total de alguna enzima que convierte el piruvato en
productos de fermentacion, permite controlar el flujo de la glucélisis y la
productividad especifica de productos de fermentacion. En el caso de una cepa
etanologénica (KO11l/ppdczy,) se observé que la sobre-expresion de la enzima
piruvato decarboxilasa que realiza la conversion de piruvato a acetaldehido,
incrementa la velocidad de consumo del carbohidrato y el flujo de la glucdlisis;
incrementando la actividad de PDC se logr6 aumentar sustancialmente el
rendimiento tedrico de conversion de glucosa o xilosa en etanol. Se ha demostrado

gue los incrementos en la actividad de PFK y PYK en la cepa KO11 reducen
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drasticamente los flujos de consumo de glucosa y de formacion de etanol,
favoreciendo el flux de formacion de &cidos organicos. De tal forma que
incrementando el nivel de actividad de PDC se logré6 un efecto directo en el
rendimiento tedrico de conversion de glucosa o xilosa en etanol acrecentandose la
velocidad de consumo de glucosa (Huerta et al., 2007). En este contexto, se
propuso que las propiedades cataliticas de la enzima LDH de B.subtilis en la cepa
L-lactogénica incrementarian el flujo glucolitico y probablemente el flujo de las

pentosas al utilizar xilosa como fuente de carbono.

Con base en los antecedentes antes descritos, la eleccion de la LDH de B.subitilis
como la enzima heter6loga en la generaciéon de la cepa L-lactogénica y su
integracion a nivel de cromosoma se defini6 en funcion de tres factores
fundamentales. El primero lo constituyen las propiedades cataliticas de la enzima
LDH de B. subtilis, destacando el valor de afinidad por el piruvato y el cofactor
NADH, de dos 6rdenes de magnitud superior a los reportados para E.coli (tabla 3),
asi como el valor de mayor actividad reportada (Garvie, 1980). El segundo es el
efecto téxico de la actividad de LDH en pladsmidos multicopia en la cepa VAL23.
(Vazquez et al., 2007; Vega 2009). El tercero es el efecto de la carga metabdlica
impuesta por la transcripcion de plasmidos debido a que, en las cepas ApflB los
rendimientos de ATP limitan el uso de plasmidos. (Utrilla, 2009b). En consecuencia,
con el objetivo de minimizar el fendbmeno de carga energética y el efecto toxico
debido a la presencia de una alta cantidad de LDH de B. subtilis, se integré en el
cromosoma de E.coli JU15 la enzima heterdloga.

3.3 Factible uso de xilosa como fuente de carbono en cepas homolacticas

Como objetivo en este proyecto se plante6 la produccion de L-lactato a partir de
xilosa con la finalidad de aprovechar el potencial de uso de esta fuente de carbono
contenida en los residuos agroindustriales. La composicion de estos residuos es de

un 25 a 30% de biomasa hemicelulésica de la cual, el 85% lo constituyen pentosas
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(xilosa 75% y arabinosa 10%) y el otro 15% hexosas (glucosa) (Saha, 2003;
Martinez et al., 2000). La pentosa mas abundante es la xilosa y los productos de su
fermentacion permitiran obtener sustitutos de derivados del petréleo como el L-

lactato empleado en la manufactura de plasticos biodegradables.

Adicionalmente, hasta el momento existen pocos microorganismos capaces de
metabolizar eficientemente la xilosa, en este contexto resulta de interés el desarrollo
de cepas eficientes en el aprovechamiento de la pentosa. Se requiere generar
conocimiento basico en el metabolismo de xilosa en condiciones no aireadas para
posteriormente transferir el bioproceso y en un futuro lograr la generacion de cepas
de aplicacion industrial. Las tecnologias actuales de produccion de plasticos
biodegradables estan enfocadas en reducir costos de produccién para competir con
la tecnologia de produccion de plasticos que emplea derivados del petroleo, para
ello se requiere de generacion de cepas, optimizacion de cultivos, uso de materiales
renovables y manejo eficiente de la energia, con el objetivo de obtener una
tecnologia sustentable la cual permita posicionarse en el mercado comercial al

proceso biotecnoldgico.

En el ambito del futuro uso de materiales renovables y considerando la abundancia
de la xilosa, es conveniente generar una cepa que en condiciones de fermentacién

produzca el isémero L-lactato.

3.3.1 Metabolismo de xilosa

La presencia de D-xilosa en el medio induce la expresion de dos operones
involucrados en la utilizacion de esta fuente de carbono el primero: xylAB (codifica
para los genes xylA (xilosa isomerasa) y xylB (xilulocinasa) y el segundo xylIFGHR
(codifica para los genes xylF, xylG, xylH cada una de las subunidades del transporte

de xilosa dependiente de ATP y xyIR es el activador de dicho transportador).
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En el caso de la utilizacién de D-xilosa por parte de la cepa MG1655 es a través de
un represor catabodlico inducible el cual involucra dos transportadores que
intervienen a nivel de la membrana citoplasmatica y que no se activan por la D-
ribosa o la D-arabinosa, sino por la isomerizacion de la D-xilosa y la fosforilacion de
la D-xilulosa- 5 fosfato dependiente de ATP. (Mayer C. and W. Boos 2009). La D-
xilosa ingresa a través de dos permeasas inducibles una de alta afinidad y baja
especificidad, cuyo valor de Km oscila de 0.3 a 3. Este sistema depende de la unién
exitosa a una proteina del dominio periplasmico de 37,000 daltons y es dependiente
de ATP. Mientras que la otra permeasa es de baja afinidad y alta especificidad, la
cual emplea la fuerza motriz de un gradiente de protones. Este transportador de
protones y de D-xilosa constituye el simporte y esta codificado por XylE. (Davis E. y
Henderson P. 1987).

En el metabolismo de la xilosa, el primer paso es la isomerizacion de la xilosa a
xilulosa por accion de la enzima xilosa isomerasa, posteriormente la xilulosa es
fosforilada por la xilulosa cinasa generando la xilulosa-5-fosfato.Y por ultimo la
transcetolasa convierte la xilulosa-5-fosfato en gliceraldehido-3-fosfato el cual es
metabolizado por la glucolisis a piruvato. En la generacion del intermediario xilulosa-
5-fosfato, no se requiere la reduccion de acetil-fosfato a etanol para mantener el
balance redox. En su lugar, el ATP y el acetato son generados a partir del acetil-

fosfato a través de la enzima acetato cinasa.

Otra manera de metabolizar la xilosa ocurre cuando la xilulosa-5-fosfato entra a la
via de las pentosas en la cual la ribulosa fosfato epimerasa genera la ribulosa-5-
fosfato que sufre interconversiones sucesivas hasta generar dos moléculas de
fructosa-6-fosfato; al fosforilarla se obtiene la fructosa 1,6-difosfato que es
metabolizada por la glucdlisis hasta piruvato. En condiciones de fermentacion en
ausencia de oxigeno, la concentracién y el consumo de fructosa 1,6-difosfato es

superior que en presencia de este (Alexeeva 2000).
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4. HIPOTESIS

Es posible sustituir el gen IdhA en E. coli JU15 (MG1655 ApflB, AadhE, AfrdA,
AxylFGH), con el gen IctE de B. subtilis, controlar su transcripcion con el promotor
silvestre de IdhA, para obtener cepas productoras de L-lactato, y que en base a las
propiedades cinéticas de la L-LDH de B. subtilis se pueda incrementar el flujo de

glucosa a lactato y probablemente el flujo a través de las pentosas cuando se utilice
xilosa como fuente de carbono.

Sl .
"ﬁ,j%’ INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA, UNAM. Pag. 32



OBJETIVOS

5. OBJETIVO GENERAL:

Modificar la cepa productora de D-lactato E. coli JU15 (MG1655, pflB, AadhE,
AfrdA, AxylFGH) sustituyendo el gen nativo IdhA por el gen Idh de B.subtilis,

utilizando glucosa o xilosa como fuente de carbono evaluar su efecto sobre la
productividad de L-lactato.

51 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Integrar en el cromosoma de E. coli JU15 (MG1655 ApflB, AadhE, AfrdA,
AxyIFGH) el gen de la lactato deshidrogenasa de B. subtilis bajo el control del

promotor de lactato deshidrogenasa nativa de E. coli interrumpiendo la
expresion del gen IdhA de E. coli.

» Evaluar el efecto de la expresion del gen heter6logo en medio mineral,
mediante analisis cinéticos de crecimiento celular, ensayos de actividad
enzimatica, produccién y velocidad de formacién de L-lactato, velocidades
especificas de consumo de glucosa o xilosa en concentraciones de 40 y 80
g/L.
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6. METODOLOGIA

Para cumplir con los objetivos y someter a prueba la hipétesis propuesta se realizé
la siguiente estrategia experimental:

‘ Amplificacién|IctE de Bacillus subtilis

v

‘ Clonacién gen amplificado en vector
plcteC

v

Integracion en cromosomade E.coli bajo el control
del promotornativoldhA

!

Verificacidn de insercion del gen mediante PCR,
crecimiento anaerobio y produccion de L-lactato

v

Comparacion Evaluacion de cultivos Comparacion
respecto acepa |¢= Mini-fermentadores no-aireados 5| respectoacepa
silvestre MG1655 37°C, pH 7, 100 rpm productora de
Medio minimo glucosa o xilosa 40y 80 g/L D- Lactato JU15

Glucosa: DNS
Actividad enzimatica Cinéticasde crecimiento Acidos organicos: HPLC
Lactato deshidrogenasa y produccion L-Lactato: Analizador
Enzimético

Figura 5. Estrategia experimental.
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6.1 Técnicas de ADN recombinante

Todas las enzimas de restriccion, T4 ADN polimerasa y marcadores de peso de
peso molecular de ADN usadas en este trabajo fueron de New England BioLabs o
MBI Fermentas, y se utlizaron de acuerdo a las recomendaciones de los
fabricantes. Los demas reactivos necesarios para el trabajo de microbiologia y
biologia molecular se obtuvieron de Sigma-Aldrich Quimica, Research Organics Inc,
Merck-México y Difco Laboratories. De manera general, las manipulaciones de
ADN, no descritas en esta seccion, se llevaron a cabo por técnicas estandares, tal y

como se describe en (Maniatis et al., 1989).

Las ligaciones se llevaron a cabo con una relacion de vector: inserto de 1:4. El
microorganismo huésped para la construccion de los vectores fue E. coli XL1-blue.
Las células electrocompetentes de E.coli XL1-blue se prepararon usando medio
YenB (libre de sales). Para los experimentos de clonacion, los fragmentos de ADN
procedentes de reacciones de PCR vy las digestiones con enzimas de restriccion se
analizaron y purificaron con gel de agarosa al 1%. La purificacion de ADN, a partir
de una banda del gel de agarosa se llevé a cabo con el kit High Pure PCR Product
Purification de Roche o bien utilizando el kit Rapid Gel Extraction System de
Marligen Bioscience Inc. Las reacciones en cadena de la polimerasa se realizaron
utilizando Elongasa (New England Biolabs), Accuprime Supermix (Invitrogen) o Pfu
ADN polimerasa (Fermentas). Las mezclas de reaccion se prepararon en un
volumen final de 50 uL, con los siguientes reactivos: 50 ng de ADN como templado,
35 pM de cada nucledtido iniciador, 0.2 mM de mezcla de dNTPs, amortiguador de
enzima al 10% y 1-2 unidades de ADN polimerasa. La amplificacion de las muestras
se incubaron en los termocicladores Robo Cycler gradient 96, Stratagene o PCR
Sprint, ThermoHybaid. ElI programa de amplificacién se disefié contemplando el
tamafio del templado a amplificar, la temperatura de alineamiento y la polimerasa
utilizada.
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6.2 Cepas

Las cepas de E.coli evaluadas asi como las construidas en este trabajo se
describen en la tabla 4. Finalmente, la cepa MG1655 se utiliz6 como testigo y la
cepa JU15 como cepa progenitora y control positivo.

Tabla 4. Cepas de E.coli evaluadas y construidas en este trabajo

Cepa Genotipo Referencia
MG1655 | F, &, ilvG, rfb50, rph-1 Blattner et al;
1997
JU15 | MG1655 ApflB, AadhE, AfrdA,AxylFGH, Kn', E Utrilla et al 2009
MTO1 | JU15 ApfiB, AadhE, AfrdA, AxylFGH, AldhA, Kn' Ferndndez 2008

LL1 JU15 ApfiB, AadhE, AfrdA, AxylFGH, AldhA::IctE, Kn', Cm" | Este trabajo

LR1 MTO1 ApfiB, AadhE, AfrdA, AxylFGH, AldhA::IctE, Kn",Cm" | Este trabajo

LL2 JU15 ApfiB, AadhE, AfrdA, AxylFGH, AldhA::IctE, Kn' Este trabajo

LR2 MTO1 ApfiB, AadhE, AfrdA, AxylFGH, AldhA::IctE, Kn' Este trabajo
LL26 | JU15 ApflB, AadhE, AfrdA, AxylIFGH, AldhA::IctE, Kn', E Este trabajo

E: Cepa Evolucionada
6.3 Condiciones y medios de cultivo

In6culos para cultivos

Con la finalidad de estandarizar los experimentos y obtener indculos cuyas
variaciones sean minimas, durante el desarrollo de este proyecto se realizaron
bancos de gliceroles de las cepas MG 1655, JU15 y la seleccionada LL26 (ver
seccidn de resultados). Se crecieron en medio mineral-glucosa o xilosa (40 g/L, pH:
7, 37°C 150 rpm) y cuando la densidad 6ptica del cultivo a 600 nm fue de 1 se
preservaron en crioviales conteniendo 800 uL de glicerol al 80% y 800 uL del

respectivo cultivo.
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Condiciones de cultivo.

Las fermentaciones se realizaron en sistemas de mini-fermentadores o mini-fleakers
(Beall et al., 1991), con un volumen de trabajo de 200 mL. La temperatura se
control6 a 37°C y el pH a 7.0 mediante la adicion automatica de KOH y con una
velocidad de agitacion de 150 rpm. El medio se suplementd con glucosa y xilosa en
concentraciones de 40 y 80 g/L para ambos casos. Se emplearon dos
concentraciones de KOH: 2N en el caso de las fermentaciones de glucosa o xilosa
en concentraciones de 40g/L y KOH 4N para las fermentaciones de 80 g/L de
carbohidrato. Los cultivos se realizaron en medio AM2, que se caracteriza por su
bajo contenido de sales (Martinez et al., 2007) La composicion del medio AM2 se

detalla en la tabla 5:

Tabla 5. Composicion del medio minimo AM2.

Medio minimo AM2

Concentracion
Componente

(unidades)
(NH,4),HPO, 2.63 g/L
NH;H,PO, 0.87 g/L
MgS0O,47H,0 (1M) 1.0 mL/L
Elementos traza 1.5 mL/L
KCI (2M) 1.0 mL/L
Acido citrico 100 mg/L
Betaina HCI 1.0 mL/L
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La composicion de los elementos traza se describe en la siguiente tabla:

Tabla 6. Composicién de los elementos traza en el medio AM2.

Elementos traza

Concentracion

Compuesto QL)
FeCls 1.6
CoCl,6H,0 0.2
CuCl; 0.1
ZnCl,4H,0 0.2
Na;MoO4 0.2
H3BO3 0.05
MnCl,.4H,0; 0.33
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El sistema de mini-fermentadores o Fleakers empleado en este trabajo, se muestra
en la figura 6 y consta de:

a) Un control de temperatura, el cual esta integrado por un bafio de agua, un sensor
de temperatura y un termocirculador de agua.

b) Un control de pH, el cual esta integrado por 6 electrodos, 6 controladores y 6
valvulas (solenoides) para la adicion de base.

c) Un sistema de agitacion o parrilla magnética con capacidad para 6 magnetos
(rango de 100-850 rpm)

d) 6 Mini-fermentadores o fleakers con un volumen nominal de 250 mL cuyo
sistema de agitacion consiste en un agitador magnético en forma de cruz de 1.5

pulgadas.

Mini-fermentadores
Volumen: 200 mL
-

Parrillamagnética

Figura 6. Sistema de mini-fermentadores.
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Concentracion celular

La densidad oOptica se midié a 600 nm en un espectrofotdmetro Beckman (DU-70) y
se convirtid a peso seco de células (DCW: dry cellular weigth), de acuerdo a una
curva de calibracion: 1 DOeoo = 0.37 gocw/l. Todas las muestras se centrifugaron
(5,000 rpm y temperatura ambiente); el paquete celular se desech6 y el

sobrenadante se congel6 para su posterior analisis.

6.4 Cuantificacion de L-Lactato mediante YSI

El lactato puede ser determinado mediante HPLC, sin embargo esta metodologia no
permite discriminar entre las forma D o L, al menos que se use una columna para
separacion quiral, por tal razon en este trabajo se decidio usar usando el analizador
bioguimico YSI 2700 Select. Los sensores enzimaticos YSI emplean una o mas
enzimas que al término de la reaccién producen perdxido de hidrégeno. El perdxido
de hidrégeno es electroquimicamente oxidado en el electrodo de platino de la sonda
electroquimica.

La sonda produce una sefial eléctrica. Las mediciones no son afectadas por color,
turbidez, densidad o pH. La enzima que contiene la membrana para determinar

lactato de este analizador bioquimico es especifica para L-lactato.

La reaccion quimica es:

L-lactato deshidrogenasa
0> 9 H20>

+  Piruvato
>

L-Lactato +

Cuando la muestra es inyectada en la camara, el L-Lactato difunde a través de la
membrana que contiene la enzima L-lactato deshidrogenasa inmovilizada y es
inmediatamente oxidado a peréxido de hidrégeno y piruvato. El perdoxido de
hidrégeno es detectado amperométricamente en la superficie de platino del
electrodo. La corriente es directamente proporcional a la concentracion de peroxido

de hidrégeno y en consecuencia a la concentracién de L-lactato.
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En algunos casos se cuantific6 de manera indirecta la produccion de acido lactico al
titularlo con hidréxido de sodio (KOH) 2N. Puesto que el rendimiento de conversion
de glucosa a lactato es de 1:1, a partir de 40 g de glucosa se espera producir 40 g

de &cido lactico, los cuales se titulan con 44.4 ml de KOH 2N.

Para cerciorarnos de que el producto de fermentacion de la cepa LL26 se trata de
L-Lactato, se cuantifico en el sobrenadante de cada muestra tomada a intervalos de
3h en las cinéticas de crecimiento y produccién de la cepa LL26. Desde que se
obtuvo la cepa LL1 (MG1655 ApflB, AadhE, AfrdA, AxylFGH AldhA:IctE Cm') se
realizd una cuantificacion de una fermentaciéon de la cepa LL1 y se confirmé que

produce L-Lactato.

Como controles experimentales se tienen: la cepa silvestre MG1655, la cepa JU15
productora de D-Lactato. Debido a que se confirmé que la Unica cepa que produce
L-lactato es la cepa LL26 y para simplificar las figuras, en las graficas globales de
produccion de lactato el dato que se muestra para la cepa LL26 es el obtenido
mediante YSI, los datos de las cepas MG1655 y JU15 provienen del HPLC. A través
del HPLC no puede diferenciarse el isébmero D del L, se observé una
correspondencia en los datos del HPLC y los del YSI para la cepa LL26.

6.5 Determinacion de azUcares y acidos organicos

La determinacion de xilosa y glucosa se hizo usando cromatografia de liquidos de
alta resolucién (HPLC). Los productos de fermentacion, acidos organicos (acético,
férmico, succinico, lactico, piravico, etc.) también se determinaron por HPLC. La
determinacion por HPLC, se llevé a cabo por cromatografia isocratica con H,SO4 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 efectud
simultdneamente 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
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realizé con el sistema Milenium (Version 3.01 Waters). Las temperaturas interna y
externa de la columna fueron ajustadas a 35 y 45°C respectivamente. Los
sobrenadantes de las muestras a analizar se filtraron previo al analisis con
membranas de 0.45 pum y se inyectaron automaticamente con ayuda del
autoinyector (Waters 717). Para la confirmacién de los azucares y los productos
analizados por HPLC se inyectaron estandares de xilosa, glucosa, acidos

organicos, alcoholes e intermediaros metabdlicos.

6.6 Actividad enzimética

Las actividades enzimaticas se verificaron en extractos celulares cosechados
durante el crecimiento exponencial. Todos los experimentos se realizaron por
duplicado. Es posible determinar la actividad de una enzima siguiendo de manera
continua el incremento o decremento de la absorbancia producida por la
desaparicion o apariciéon del sustrato o del producto. Un ejemplo de ello es la
determinacion de la actividad de las enzimas deshidrogenasas, también
denominadas reductasas, que utilizan al NADH como uno de los sustratos o bien es

uno de los productos.

En la enzima lactato deshidrogenasa el NADH es uno de los sustratos en la
reaccion y absorbe a una longitud de onda de 340 nm, la forma oxidada NAD" no
absorbe a esta longitud de onda, por lo que se puede medir la disminucion de
NADH y asi determinar la actividad de la enzima. La pendiente de la curva (cociente

absorbancia / tiempo), permite determinar la velocidad de la reaccion.

El ensayo se desarrollé a 30 °C y pH de 7.0, monitoreando la velocidad de reaccion
espectrofotométricamente a 340 nm, con una celda de 1 cm, se midi6é directamente
con la adicion de piruvato y monitoreando la oxidacioén del NADH a 340 nm (Peng et
al.,, 2003). La actividad enzimatica especifica es reportada como unidades
internacionales por miligramo de proteina celular total [umol/ (min-mgprer)], la cual se

define como la cantidad de enzima necesaria para convertir 1 umol de sustrato en
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producto por minuto por mg de proteina. La concentracion de proteina celular total
se determin6 por el método de Bradford empleando albumina bovina sérica (BSA)

como estandar.

Conociendo el coeficiente de extincién molar del NADH (6.22 x 10 *M™* cm ™) es
posible calcular la cantidad de sustrato que desaparece en funcion del tiempo, con
lo cual se determina la velocidad de la reaccion y cuantifica la actividad de la

enzima.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Construccion delas cepas LL1y LR1

Se construyeron las cepas LL1 y LR1, derivadas de JU15 [MG 1655, ApflB, AadhE,
AfrdA, AxylFGH, KnR, E (evolucionada)] y MTO1 (JU15 Aldh), respectivamente. Tan
s6lo por incrementar la probabilidad de obtener la cepa se parti6 de estas dos
cepas, si bien, es claro que sin importar de cual provenga, el objetivo es obtener la
cepa cuyo genotipo sea MG1655: ApflB, AadhE, AfrdA, AxylFGH AldhA::IctE Kn® de
tal forma que contengan el gen que codifica para la lactato deshidrogenasa de B.

subtilis (IctE) bajo regulacion del promotor nativo de IdhA de E.coli.

Para la construccion de las cepas LL1 y LR1 se efectud la siguiente estrategia

experimental:

7.1.1 Construccion del plasmido plctEC

El plasmido pIctEC (Figura 9) se construy6 con la finalidad de utilizarse como
templado para obtener el PCR con el cual se llevo a cabo la integracion del gen
lactato deshidrogenasa de B. subtilis (IctE) en el cromosoma de E. coli JU15. El
plasmido plctEC fue generado mediante la clonacién de un fragmento de ADN de
1192 pb, obtenido por digestion del plasmido plIctE (Figura 7) (Vazquez-Limon et al;
2009) con Hindlll, en el sitio Hindlll del plasmido pKD3 (Figura 8) (Datsenko y
Wanner 2000). El plasmido resultante plctEC (Figura 9) es de 6321 pb, contiene el
gen IctE bajo regulacion del promotor hibrido trc y delante de este el gen que
codifica para la cloramfenicol acetil transferasa flanqueado por los sitios FRT.
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Figura 7. Plasmido pKD3 contiene los sitios: P1, FRT, el gen que codifica para la cloramfenicol acetil
transferasa, FRT y P2. (Datsenko y Wanner 2000)
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Figura 8. Plasmido que contiene el promotor trc, ICtE y resistencia a ampicilina.
(Vazquez-Limdn 2009).
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Figura 9. Plasmido pIctEC contiene el gen IctE, los sitios: P1, FRT, el gen que codifica para la

cloramfenicol acetil transferasa, FRT y P2.
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El plasmido pIctEC fue transformado en E. coli XL1Blue, las colonias transformadas
fueron aisladas en LB con ampicilina 200 pg/mL y cloramfenicol 30 ug/mL. De ellas
se aislé el plasmido para confirmar la correcta construccion de pictEC (Figura 9),
mediante el patron de restriccion con Hindlll. De tal forma que las digestiones con
Hindlll dieron lugar a dos fragmentos, uno de 5,139 pb y otro de 1192 pb. (Figura
10).

1 2.3 -4 5" 6 7 900400 1e

10000
5000

4000

5139 pb

1500

1000 1192 pb

700

Figura 10. Patrén de restriccion de la enzima Hindlll en el plasmido pIctEC aislado de colonia
crecida en Ap 200 pg/mL Cm 30 pg/mL. En el carril 1 aparece el marcador de peso molecular, del
carril 4 al 12 corresponde a plasmido extraido de colonia crecida en Ap 200 pg/mL Cm 30 pg/mL.
Los productos de los carriles 4, 6, 7 y 9 coinciden con los pesos moleculares esperados: el
fragmento de menor tamafio es el que contiene los sitios P1, FRT1, cloramfenicol acetil transferasa,
FRT2, P2y el Ori6K.

Para asegurar que el marco de lectura del gen IctE quedara bajo regulacién del
promotor trc, se realizaron digestiones con la enzima Ncol cuyos fragmentos en

fase se aprecian en el siguiente gel (Figura 11).
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Figura 11. Patron de restriccion obtenido con la enzima Ncol en el plasmido plctEC aislado de
colonia crecida en Ap 200 mg/mL y Cm 30 pg/mL. El carril 1 muestra el marcador de peso molecular,
de los carriles 4 al 7 corresponde a los plasmidos pIctEC analizados. Las muestras de los carriles 2,
6 y 8 corresponden a los fragmentos esperados, que son de 4,244 pb, 1,283pb y 794 pb. La

digestion confirmé la presencia del gen IctE en fase, bajo regulacién del promotor trc.

7.1.2 Integracion del gen IctE de B.subtilis en el cromosoma de JU15y MTO1

Mediante los datos del genoma de E.coli depositados en los sitios Colibri y Ecocyc,
se ubicé el gen que codifica para la enzima lactato deshidrogenasa IdhA, en la
posicion 1440.9 Kb; esto es entre el regulador positivo para el regulén de cisteina
CysB y el gen ydbH cuya funcion es aun desconocida, en la figura 14 se muestra la
posicion de los genes en la vecindad del gen IdhA.

—->
micC ydbK ydbJ hslJ cysB Idh A ydbH ynBE ydbL feaR

<

Figura 12. Localizacién cromosomal del gen IdhA que codifica para la lactato deshidrogenasa de
E.coli MG1655.
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La integracion del gen IctE en el cromosoma tanto en JU15 como en MTO1 se llevo
a cabo mediante modificacion de la estrategia de Datsenko y Wanner 2000.
Inicialmente se disefiaron un par de oligonucleétidos (Figura 13) para amplificar
mediante PCR un fragmento de ADN de 2263 pb (Figura 14) que contiene el gen de
IctE y el cassette de resistencia a cloramfenicol flanqueado por los sitios FRT
utilizando como templado el plasmido pIctEC (Figura 9). Los oligonucledtidos
especificos de 63 y 59 bases tienen homologia con las regiones adyacentes al gen
IldhA de E.coli que se desea inactivar (H1 y H2) y al plasmido (pKD3) templado (P1
y P2) que contiene el gen de resistencia a cloramfenicol flanqueado por los sitios
FRT (Figura 13.)

EcLctEIntFw

5 AAATTT TGT AAA ATA TTT TTA GTA GCT TAA ATG TGA TTC AAC tca cac
agg aaa cag acc atg 3’

Tm: 73, %GC 29, 63 bases

EcLctEIntRv

5 TTA AAC CAG TTC GTT CGG GCA GGT TTC GCC TTT TTC CAG cat atg aat
atc ctc cttag 3

Tm: 78, %GC 44, 59 bases

Figura 13. Oligonucleétidos para obtener el fragmento de ADN a partir del cual se integré el gen IctE

en E.coli. Nota: En mayuUsculas se muestran (H1 y H2) y en mindsculas (P1y P2).

H1 IctE P1 FRT1 cat FRT2 ) r?esr||< Pl = H2

Figura 14. Representacion del producto de PCR de 2663 pb que contiene el gen IctE ubicado rio

arriba del gen cat flanqueado por los sitios FRT.
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Las cepas JU15 y MTO1 fueron transformadas con el plasmido pKD46 (Datsenko y
Wanner 2000), el cual contiene el sistema de recombinacion red del fago inducible
mediante arabinosa. Las cepas transformantes se crecieron en medio SOB con
arabinosa a 30°C para inducir la expresion de las recombinasas del fago lambda y
después hacerlas electrocompetentes. Posteriormente las células
electrocompetentes fueron transformadas por electroporacion con el producto de
PCR de interés, el cual contiene la lactato deshidrogenasa heteréloga rio arriba del
cassette de resistencia a Cm, flanqueado por los sitios P1, FRT1, y FRT2, P2,
Ori6K, P1 respectivamente; (Figura 14). En suma, se generd un producto de 2263
pb (Figura 15). Las células se recuperaron por 3 horas en medio SOC con glucosa y

se seleccionaron en LB con Cm 30 pug /mL y Kn 40ug/mL.

10000

2500

«— 2263 pb
2000

1000
750

500

Figura 15. Producto de PCR que muestra la amplificacién de ICtE, y el gen cat.

Se seleccionaron las colonias que crecieran en Cm 30 pg/mL, Kn 40 pg/mL y no en
Ap 100 pg/mL. Estas colonias fueron analizadas por PCR con los oligonucleotidos
especificos para amplificar el gen IdhA de E.coli desde 200 pb fuera de la regién
estructural. De esta manera se obtiene un producto de 2663 pb, que contiene la
integracion del gen IctE de B.subtilis y el cassette de resistencia a Cm. El PCR
indica que el gen IctE esta integrado en cromosoma bajo el control del promotor

nativo de IdhA de E.coli. Las cepas recombinantes se denominaron LL1 y LR1
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derivadas de JU15 (MG1655, ApflB, AadhE, AfrdA, AxylFGH, AldhA:IctE KnR) y
MTO1 (JU15 AldhA:IctE, Kn®) respectivamente, en la figura 16 se muestra el analisis

de las colonias previamente descritas.

1 2 374 S5+6 7 G100

Ll LR1

10000
S000

2500
2000

1000

Figura 16. Producto de PCR correspondiente a la integracion del gen heterélogo. En el carril 1 se
muestra el marcador de peso molecular, los carriles 5 y 6 corresponden a la cepa LL1 y en los
carriles 9 y 10 se presenta la cepa LR1. Para ambas cepas se ha amplificado un producto de PCR

gue coincide con el peso molecular esperado (2663 pb) cuando se ha integrado al gen heterélogo.

Posteriormente, en las cepas obtenidas LL1 y LR1 fue eliminado el cassette de
resistencia a cloramfenicol mediante la FLP recombinasa. Las cepas recombinantes
se seleccionaron por la pérdida de resistencia a cloramfenicol. De las colonias
obtenidas sensibles a kanamicina se evaluaron mediante PCR con los
oligonucledtidos especificos para verificar la interrupcion obteniéndose un producto
cercano a las 1093 pb, que corresponde a los sitios adyacentes del gen heterdlogo
IctE. De esta manera se obtuvieron las cepas denominadas LL2 y LR2 (E. coli MG
1655, ApflB, dadhE, AfrdA, AxylFGH, AldhA::IctE, Kn® ) (LL2 y LR2 son carentes de

Cm").Se eligié a la cepa LL2 por mostrar un mejor fenotipo con respecto de LR2.
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La integracion del gen que codifica para la enzima lactato deshidrogenasa de
B.subtilis en la cepa LL2 se confirmé cuantificando la formacién de L-lactato en

lugar del D-lactato, demostrando asi que es funcional.

Asi mismo, la integracién constituye la Gnica via de produccion de L-lactato en
condiciones de fermentacion de esta cepa. Si bien, existe la via del metil glioxal en
E.coli, mediante esta via metabdlica sélo se produce el L-lactato como un paso
intermediario en el mecanismo de detoxificacion del metil glioxal, y generalmente
por esta va se genera L-lactato de forma transitoria, pues posteriormente es

convertido a piruvato y dirigido hacia el metabolismo central. (Murata et al; 1989).

En la figura 17 se presenta un esquema que representa la construccién obtenida,
teniendo al gen que codifica para la lactato deshidrogenasa heteréloga ICtE bajo

regulacion del promotor nativo del gen IdhA de E.coli.

Figura 17. Mapa de la localizacion del gen que codifica para la lactato deshidrogenasa heteréloga

IctE bajo regulacion del promotor nativo IdhA en el cromosoma de E.coli JU15.
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7.2 Evaluacion de clonas en medio mineral AM2-glucosa 40 g/L

De la cepa LL2, se tenian 5 colonias para ser caracterizadas fenotipicamente, se
denominaron LL2 (1-5) y contienen el gen que codifica para la lactato
deshidrogenasa de B. subtilis (IctE) bajo regulacion del promotor nativo de IdhA de
E.coli. Se analizaron en condiciones de fermentacion en medio mineral AM2, se

complementé el medio con glucosa 40 g/L y el pH se controlo a 7.

Es importante mencionar que la cepa LL2 tiene como Unica via para la regeneracion
del poder reductor la conversién de piruvato a lactato, asi, el lactato producido se
puede estimar mediante el consumo de base (KOH 2N). Para esta evaluacion se
empled como control la cepa JU15, progenitora de la serie de cepas LL2. La cepa
JU15 fue evolucionada en xilosa y fermenta 40 g/L de xilosa en 72 h mientras que
para el caso de la glucosa a la misma concentracion el tiempo es de 36 h. (Utrilla
2007). Los datos de densidad 6ptica y consumo de base se muestran en las figuras

18 y 19 respectivamente.

)

3 O

©

[7p]

©

£

o 0.1

- {FJUls  —<-LL2(3)

—A—LL2(1) -(O-LL2(4)

ol ¥ L12(2) 4BLL2(5)

0 12 24 36 48 60 72
Tiempo (h)

Figura 18. Perfil de crecimiento de las 5 colonias seleccionadas de LL2 (1, 2, 3,4y 5) y JU15 en

glucosa 40 g/L.
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Figura 19. Consumo de KOH 2N de las colonias de LL2 (1, 2, 3, 4 y 5) y JU15 en glucosa 40g/L

Se aprecia en las figuras 18 y 19 que las colonias LL2(2) y LL2(3) fueron las que
mostraron la mejor correlacion de crecimiento y consumo de base, siendo los
valores de biomasa de 0.17 y 0.15 g/L a las 12 h, asi como de 40 y 31 mL de
consumo de KOH 2N a las 72 h, respectivamente. Siguiendo este criterio se
eligieron las colonias LL2(2) y LL2(3) para evaluar su crecimiento en condiciones de
fermentaciéon en medio mineral AM2 complementado con glucosa 40 g/L. Sin
embargo se observa en la figura 18 que las cepas seleccionadas LL2(2) y LL2(3)
presentaban una crecimiento retardado en comparacién con JU15, por lo que se
decidié someterlas a transferencias sucesivas en glucosa 40 g/L con la finalidad de
reducir dicha fase y asi adaptar a la cepa para crecer de manera mas rapida y
eficiente en presencia de glucosa 40 g/L. Debido a que ambas cepas LL2(2) y
LL2(3) provienen de la cepa LL2 (E. coli MG 1655, 4pflB, dadhE, AfrdA, AxylFGH,
AldhA::IctE, Kn®) se simplificé la nomenclatura denominandolas LL2 y LL3 para

diferenciarlas de las 5 cepas evaluadas previamente.
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7.2.1 Transferencias de las cepas LL2y LL3 en glucosa 40 g/L

La cepa LL2 fue adaptada para crecer en glucosa 40 g/L, se hicieron dos
transferencias en las cuales se mejoro la correlacién de densidad 6ptica (Figura 20)
y consumo de base, generdndose asi la cepa LL2-2. El mismo numero de
transferencias se realizaron para la cepa LL3, obteniéndose la cepa LL3-2 (Figura
21), esto se hizo hasta mejorar la velocidad especifica de crecimiento de la cepa, en
el caso de LL2 fue hasta alcanzar un valor de 0.40 h™, mientras que para la cepa
LL(3) fue de 0.34 h™, un 15% menor. En estos resultados también se confirmé la
correlacion entre la biomasa alcanzada y el consumo de base. Como se observa en
las figuras 22 y 23 la velocidad de produccion de lactato, cuantificado como

consumo de base fue mayor para las cepas derivadas de LL2.

- 14

\9 3

©
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m 3 |12
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V- LL2-2

0.01 71 v 1 v 1 v 1t v T v 1

0 12 24 36 48 60 72
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Figura 20. Crecimiento de la cepa LL2 y sus derivadas en glucosa 40 g/L.

5. £INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA, UNAM. P4g. 56



RESULTADOS Y DISCUSION

Biomasa (g/L)

Tiempo (h)

Figura 21. Crecimiento de la cepa LL3 y sus derivadas en glucosa 40 g/L.
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Figura 22. Consumo de KOH 2N con la cepa LL2 y sus derivadas en glucosa 40 g/L.
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KOH 2N (mL)
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Figura 23. Consumo de KOH 2N con la cepa LL3 y sus derivadas en glucosa 40 g/L.

La seleccion de la cepa se considera un evento multifactorial, donde el factor
ambiental es el medio mineral complementado con glucosa 40 g/L y el factor
genético lo constituye la ingenieria metabdlica realizada en la cepa a nivel
cromosomal. La cepa seleccionada presenta una mejor velocidad de crecimiento y
es capaz de conservarla. La evolucidon adaptativa, para mejorar la velocidad de
crecimiento; constituye una estrategia que permite hacer una seleccion y a la vez
enriquecer la poblacién de una cepa en una determinada condicion (Elena y Lenski
2003), en este caso se mejor6 la velocidad de crecimiento de la cepa en medio
mineral complementado con glucosa a 40 g/L. En otros trabajos, mediante la
evolucion adaptativa se ha logrado elucidar el mecanismo de la presion de
seleccion, fundamentandose en los cambios ocurridos en la expresion de genes en
un determinado ambiente, las mutaciones especificas que un microorganismo
muestra resultan en mejoras fisiologicas en el crecimiento de la cepa, nivel de
transcrito de una proteina, acumulacion de un metabolito, etc. (Vijayendran et al,
2008).

El consumo de base es un indicador preciso del comportamiento de las cepas, su
correlacion con el crecimiento refleja la conversidn eficiente de la glucosa, al ser

transformada a piruvato a través de la glucdlisis y convertido subsecuentemente a
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lactato, regenerando asi el NADH requerido para el crecimiento. Si este fenédmeno
no ocurriese, la cepa no creceria y por ende no habria consumo de base. Tanto la
velocidad de crecimiento como el consumo de base fundamentaron la seleccion de
la cepa LL2 para evaluarla en xilosa 40 g/L, ya que es una fuente con un potencial

de uso aun sin explotar.

7.3 Evolucion delacepalLL2 en xilosa 40 g/L

La evolucion adaptativa consistié en efectuar transferencias del cultivo cuando éste
se encontraba en la fase exponencial, a un nuevo mini-fermentador (fleaker) con 40
g/L de la fuente de carbono en este caso xilosa. Para favorecer la seleccion de
cepas que mejoran su velocidad de crecimiento, cada fermentacion se inoculo
iniciando a una densidad optica de 0.01. Esta estrategia permitié obtener mutantes
cuya capacidad para crecer en la fuente de carbono es creciente con respecto a su
predecesora. La presencia de una mejora en la utilizacion de una fuente de carbono
es atribuible a una ventaja adquirida por la bacteria en la cual la mutacién resultante
es aguella en la que la asimilacién de la fuente de carbono es mas eficiente y la
cual mediante el proceso de seleccion se ha preservado (Elena y Lenski 2003).

Se pretendid alcanzar en la cepa LL2 un valor cercano a la velocidad de crecimiento
de la cepa JU15 seleccionada mediante evolucion adaptativa, la cual produce D-
lactato con una p de 0.40 h™, el maximo valor a alcanzar lo determina la velocidad

de la cepa silvestre que es de 0.41 h™.

En el laboratorio se tiene como antecedente la evolucion adaptativa de la cepa
JU15 la cual fermenta 40 g/L de xilosa obteniéndose rendimientos del 95% de
conversion a D-Lactato (Utrilla 2007). De la misma manera se buscé mejorar de
manera simultanea la velocidad especifica de crecimiento y la produccién de lactato
de la cepa LL2. También se han reportado cepas derivadas de E.coli K12 (FBR9,
FBR10, Dien et. al., 2001), E. coli RR1 (JP203, Chang et. al., 1999), E. coli W3110
(5240, SzZ58 y SZ63, Zhou et. al., 2003), E. coli B (FBR11, Dien et. al., 2001;
SZ132, Zhou et. al., 2006; TG107, Martinez et. al., 2007) y E. coli YYC202 (ALS974,
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Zhu et. al., 2007); que son capaces de utilizar hexosas y/o pentosas para la
produccion de acido lactico.

En las figuras 24 y 25 se presentan los resultados de la evolucion adaptativa de la
cepa LL2 en condiciones no aireadas en medio mineral y xilosa 40 g/L.

Biomasa (g/L)

Tiempo (h)

Figura 24. Crecimiento de la cepa LL2 (1-7) en cultivos de evolucién adaptativa en xilosa 40
g/L.
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KOH 2N (mL)

Tiempo (h)

Figura 25. Consumo de KOH 2N de la cepa LL2 (1-7) en cultivos de evolucion adaptativa en xilosa
40g/L

La cepa LL2 fue evolucionada en xilosa 40 g/L, empleandose como controles la
cepa MG1655 y la cepa JU15 (ver mas adelante), se requirieron 7 pases para
obtener un comportamiento constante, es decir que ya no se mejora la capacidad
para crecer y consumir base (Figuras 24 y 25). En este caso se seleccionoé la cepa
del sexto pase y se le denomin6 LL26 (LL2-6) debido a que fue la que generé la
mayor velocidad de crecimiento y consumo de base, el genotipo conocido de LL26
es (E. coli MG 1655, ApflB, dadhE, AfrdA, AxylFGH, AldhA:: IctE, Kn®) y fue
evolucionada para crecer y producir lactato primero en presencia de glucosa y
después en xilosa, en ambos casos a 40 g/L.

Después de haber sido transferida en siete ocasiones y observando que el
comportamiento entre el sexto y séptimo pase son el mismo, es evidente la mejora
gue experimento la cepa LL26 en la evolucién adaptativa en xilosa, pues finalmente
logra alcanzar una biomasa de 0.33 g/L a las 12 h, en contraste con la cepa LL2 a

la cual no habia sido evolucionada y su valor de biomasa fue de 0.039 g/L, es decir
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inferior en un orden de magnitud en el mismo intervalo de tiempo (Figura 24). De
manera directa la correlacion en el consumo de base se ve incrementada. El
elevado consumo de KOH 2N que iniciaba a la hora 24 para la cepa LL2, se ha

logrado reducir 12 h, iniciAndose a partir de la hora 12 para la cepa LL26 (figura 25).

Ante estos resultados es posible afirmar que la generacion exitosa de una cepa
depende no sélo de la ingenieria de vias metabdlicas sino también de otras
estrategias, en este caso es a través de la evolucion adaptativa, en la cual los
mecanismos de seleccidon son empleados a manera de transferencias sucesivas,
como resultado, se logra enriquecer la poblacion en las condiciones del medio que

le permiten a la mutacién adquirida prevalecer.

7.4 Comparacion de la cepa evolucionada LL26 con sus progenitoras

Una vez obtenida la cepa mejorada mediante evolucion adaptativa (LL26), se
procedié a compararla con su antecesora y con la cepa silvestre, a fin de tener un
control experimental adecuado. Se analizaron las cepas mediante: cinéticas de
crecimiento, consumo de azucar y produccion de lactato. Se caracterizaron las tres
cepas en condiciones de fermentacion de glucosa y xilosa en concentraciones de

40 y 80 g/L cada uno de las fuentes de carbono.

Las condiciones experimentales para las cinéticas de crecimiento fueron: cultivos no
aireados en mini fermentadores de 250 mL, cuyo volumen de trabajo fue de 200 mL
de medio mineral AM2 (Tabla 3) complementado con glucosa o xilosa en
concentraciones de 40 y 80 g/L, agitacion de 150 rpm, pH 7, 37°C. Las
fermentaciones se iniciaron a una D.O. de 0.01 en el caso de las concentraciones
de 40 g/L y de 0.10 en el caso de 80 g/L de fuente de carbono. Se siguidé la cinética
a intervalos de 3h durante las primeras 24 h y posteriormente cada 12 h hasta
agotar la fuente de carbono. La duracién de la cinética fue de 48 h en el caso de las
fermentaciones de 40 g/L, y de 72 h para el caso de 80 g/L de sustrato. En cada
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toma de muestra se registraron los valores de densidad Optica, pH y volumen de
base adicionada, se centrifugd la muestra y se guardé sobrenadante para
cuantificar L-lactato mediante el analizador enzimatico YSI. Asi mismo, cuando la
densidad Optica fue cercana a 1.0 se guardé muestra para medir actividad
enzimatica de lactato deshidrogenasa en los extractos celulares de las tres cepas

analizadas.

7.4.1. Comparacion de parametros cinéticos en medio AM2-glucosa (40 g/L)

La caracterizacion de la cepa LL26 se realizd6 en medio mineral AM2
complementado con glucosa 40 g/L. Los datos a partir de las fermentaciones (Tabla
7 y Figura 26) muestran que la cepa con la mayor velocidad de crecimiento y mayor
cantidad de biomasa al término de la fase exponencial es la cepa silvestre. La cepa
JU15 presenta una velocidad muy similar a la de la cepa silvestre 0.41 h™, mientras
que LL26 lo hace a una velocidad menor, 0.29 h™ lo cual representa el 70% del
valor de MG1655. No obstante que las cepas MG1655 y JU15 presentan la misma
velocidad en la condicion de glucosa 40 g/L, la cantidad de biomasa generada por
JU15 constituye el 60% de la silvestre, mientras que en el caso de la cepa LL26 con
un 70% de la velocidad de MG1655 genera casi la mitad (46%) de la biomasa de la

cepa silvestre.

En cuanto a la produccion de lactato la cepa MG1655 tiene el menor rendimiento de
conversion de glucosa tan so6lo del 25%, esto es porque el lactato es uno mas de
los diversos productos de fermentacion que genera la cepa. En contraste, las cepas
JU15 y LL26 presentan un rendimiento del 95% del valor tedrico méaximo,
generando D o L-lactato practicamente como productos Unicos, respectivamente. La
produccion de lactato ocurre mayoritariamente durante las primeras 24 horas,
siendo a una menor velocidad para LL26, no obstante, aun con esta velocidad

alcanza también el maximo valor de lactato que JU15 a las 48 h (Figura 26).

Los datos de glucosa residual en condiciones de fermentacion con medio AM2 para

cada una de las cepas analizadas (Figura 26) reflejan la mayor velocidad de
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consumo volumétrico de glucosa para MG1655 y un patrén similar para las cepas
JU15 y LL26. De la misma manera que en la produccion de lactato, la glucosa es
consumida a una velocidad superior durante las primeras horas de la fermentacion,
debido a que las células se encuentran en fase exponencial y es mas elevado su
consumo en este intervalo de tiempo, correlacionando asi con la produccién de

lactato.

Tabla 7. Parametros cinéticos de crecimiento y actividad de LDH de las cepas MG1655, JU15 y
LL26 en fermentacion de glucosa y xilosa 40 y 80 g/L.

Qp *Act
* *
Cepa Azlcar (h‘.ll) ( ﬁ_) YLACTATO (LACILY) Enz.
g (g LAc/Y Azulcar) (U I/m g prot)
Glc 40 g/L 0.41 1.2 0.25 0.44 0.18
Glc 80 g/L 0.23 0.88 0.16 0.26 0.42
MG1655
Xil 40 g/L 0.24 0.69 0.29 0.19 0.12
Xil 80 g/L 0.18 0.86 0.12 0.07 0.34
Glc 40 g/L 0.40 0.72 0.95 1.6 0.29
Glc 80 g/L 0.19 0.71 0.78 1.21 1.96
JU15
Xil 40 g/L 0.24 0.48 0.95 1.3 0.25
Xil 80 g/L 0.14 0.82 0.7 0.48 2.88
Glc 40 g/L 0.29 0.56 0.95 1.14 0.57
Glc 80 g/L 0.16 0.66 0.79 1.33 2.88
LL26
Xil 40 g/L 0.18 0.20 0.95 1.23 0.35
Xil 80 g/L 0.12 0.66 0.69 0.42 3.95

*Datos obtenidos a partir de la fase exponencial.p es la velocidad especifica de crecimiento; Y es el rendimiento

de lactato por aztGcar consumido; Qp es la productividad volumétrica a las 24 horas de los cultivos.
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Figura 26. Comparacion del crecimiento, produccion de lactato y glucosa residual en fermentacion
de glucosa (40 g/L) de las cepas MG1655, JU15y LL26.
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7.4.1.1 Cuantificacion de los productos de fermentacion en cultivos con
glucosa (40 g/L) mediante HPLC

Con la finalidad de verificar que el flujo de carbono se esta canalizando
principalmente hacia la produccion de L-Lactato en la cepa LL26, se caracterizaron
mediante HPLC sus productos de fermentacion, se emple6 como control
experimental los productos de las cepas progenitoras: MG1655 y JU15 los

resultados se muestran en la figura 27.

La cepa silvestre distribuye el flujo glucolitico en diversos productos de
fermentacion, mientras que en el caso de las cepas JU5 y LL26 se espera como
producto mayoritario el lactato: el isomero D para la cepa JU15 y el isdmero L para
el caso de la cepa LL26 y una proporcion minima de acetato para ambas cepas.

Los resultados para la fermentacién de 40 g/L de glucosa de las cepas MG1655,
JU15 y LL26 se muestran en la figura 27. En el caso de MG1655 se esperan en
orden decreciente (unidades: mmol de producto/mmol de glucosa) lactato 39.75,
etanol 16.6, didxido de carbono 14.67, acetato 12.17, succinato 7.14 y formato 0.40
(Bock A. y Sawers 1996); lo cual expresado en g/L es lactato 10, etanol 4.4, acetato
12, succinato 1.8 y formato 0.60. Como es de esperarse, en el caso de MG1655 se
muestran los acidos organicos y el etanol cuyas concentraciones coinciden con lo
reportado, en concentraciones de mmol de producto/mmol de glucosa: lactato 38,

etanol 15.7, acetato 12, la glucosa y el piruvato son agotados (Figura 27 A).

En lo referente a las cepas JU15 y LL26 se detect6 como otro producto de
fermentacién de glucosa el acetato, cuya concentracién es de 0.8 y 0.7 mmoles de
acetato/mmol de glucosa, equivalente a 0.78 y 0.69 ¢g/L de acetato,
respectivamente. Esto confirma que el flujo de carbono se canaliza hacia la
formacion de lactato, obteniéndose en términos practicos cepas homolacticas, ya
que a excepcion del lactato y acetato, no se detecta ningun otro producto de

fermentacion (Figuras 27 B y 27 C). La presencia del acetato esta asociada al
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crecimiento. En el caso de JU15 se ha determinado al finalizar la fermentacién de
glucosa, una concentracion maxima de 1 mmol de acetato/mmol de glucosa (Utrilla
2007), por lo que en el caso de la cepa LL26 se esperaba una concentracion de

acetato semejante a la de la cepa JU15, datos verificados en las figuras 27 B y 27
C.
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Figura 27. Productos obtenidos de la fermentacién de glucosa (40 g/L) cepas MG1655, JU15y
LL26.
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7.4.1.2 Evaluaciéon de la actividad enzimatica de LDH en cultivos con
glucosa (40 g/L)

Como se presenta en la Tabla 7, el valor de actividad enzimatica de lactato
deshidrogenasa (LDH) se incrementé 1.5 veces en JU15 respecto al valor de la
cepa silvestre. La cepa JU15 present6 un productividad volumétrica de D-lactato 3.6
veces mayor que la cepa silvestre (Tabla 7). En el caso de la cepa LL26 el valor de
actividad de L-LDH fue 3.2 veces superior al de D-LDH de MG1655, con un
incremento 2.6 veces en la productividad volumétrica de lactato (Tabla 7). Como ya
se discutio, este comportamiento se debe a las modificaciones que se realizaron en
JU15, pero el resultado de actividad parece indicar que en respuesta a los ajustes
de expresion genética se incrementa la cantidad de LDH presente en las células, y
se ajusta a la velocidad con que se regenera el NAD" en una y otra cepa. En el
caso de la cepa LL26 las propiedades intrinsecas de la enzima heteréloga (cuya
afinidad por el piruvato es un orden de magnitud y la eficiencia catalitica dos
ordenes de magnitud mayor para la L-LDH que la D-LDH nativa de E.coli (Tabla 3)),
podrian estar favoreciendo este incremento en la productividad. Este fendmeno se

discute en mayor detalle mas adelante.
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7.4.2 Comparacion de parametros cinéticos en medio AM2-xilosa 40 g/L

La finalidad de generar cepas eficientes en la conversion de xilosa en lactato, reside
en aprovechar esta pentosa como alternativa viable para competir con la tecnologia
actual de produccién de plasticos, se prevé reducir los costos si se emplean
sustratos alternativos como lo son los residuos agroindustriales. (Yun et al; 2003).
Esta pentosa representa al componente mayoritario de la fraccion hemiceluldsica
contenida en estos residuos, representa un 75% de la composicion total. (Saha
2003, Martinez et al; 2000).

Se llevé a cabo la caracterizacion de la cepa LL26 en condiciones de fermentacion
en presencia de xilosa 40 g/L, el comportamiento se observa en la figura 28 y es
muy similar al antes visto en glucosa 40 g/L (Figura 26 y Tabla 7). Las cepas
MG1655 y JU15 crecen practicamente a la misma velocidad, por otro lado, la cepa
LL26 (Figura 28) representa un 70% de la velocidad de MG1655 (Tabla 7).
Finalmente en las ultimas 24 horas de la fermentacién, la cepa LL26 alcanza la
misma concentracién de producto que la JU15. Al igual que en la fermentacion de
glucosa en concentracion de 40 g/L (Figura 26), la biomasa alcanzada por las cepas
JU15 y LL26 en xilosa 40 g/L constituye la mitad de la producida por MG1655
(Figura 28).

La reduccion de la formacién de biomasa con las cepas D y L-lactogénicas puede
atribuirse a la inactivaciéon del gen que codifica para la piruvato formato liasa, ya que
esta interrupcion limita drasticamente la formacion de Acetil-CoA a partir de piruvato

y por ende se reduce la formacion de biomasa (Zhu y Shimuzu; 2004).

De la misma manera que en la fermentacion en glucosa, la produccion de lactato
esta asociada al crecimiento, la velocidad de produccion volumétrica de lactato de
JU15 es superior a la de LL26 como se ve en la figura 28. El maximo valor de
lactato alcanzado por la cepa silvestre es de 12 g/L mientras que las cepas JU15y
LL26 alcanzan 38 g/L lo que constituye el 95 % de rendimiento te6rico maximo de
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lactato (Figura 28 y Tabla 7) y es el mismo valor alcanzado en la fermentacion en
glucosa. La mayor produccion de lactato ocurre de la hora 12 a la hora 36 tanto
para JU15 como para LL26 y es minoritaria la produccion de la cepa MG1655
(Figura 28). Debido a que la fermentacidén ocurre en un intervalo de tiempo mayor
respecto al de glucosa, en consecuencia la mayor produccion de lactato en el medio
AM2 complementado con xilosa 40 g/L dura 12 horas mas. Se encuentran
asociadas la velocidad de produccion de lactato y la velocidad de consumo de
xilosa, los valores de xilosa residual para las cepas analizadas MG1655, JU15 vy
LL26 (Figura 28).
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Figura 28. Comparacién del crecimiento, produccion de lactato y xilosa residual en fermentacion de
xilosa (40 g/L) de las cepas MG1655, JU15y LL26.
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La xilosa es consumida a una velocidad mayor durante el crecimiento y
posteriormente disminuye; hasta agotarse a las 48 horas en todos los casos. A
diferencia de las fermentaciones en glucosa 40 g/L la xilosa es agotada en 48
horas, un intervalo de tiempo de 12 horas mayor; al ordenar las cepas de manera
decreciente de acuerdo a su consumo de xilosa se tiene un comportamiento como
el antes visto en glucosa (Figura 26) el primer lugar lo ocupa la cepa MG1655,
seguida de JU15 y por ultimo LL26, (Figura 28).

7.4.2.1 Evaluacion de la fuente de carbono xilosa en concentracion de 40
g/L

Estudios de produccién biotecnoldgica de acido lactico emplean cepas capaces de
convertir hexosas y/o pentosas en acido lactico con distintas cepas derivadas de: E.
coli K12 (FBR9, FBR10, Dien et. al., 2001), de E. coli RR1 (JP203, Chang et. al.,
1999), de E. coli W3110 (Sz40, SzZ58 y SZ63, Zhou et. al., 2003), de E. coli B
(FBR11, Dien et. al., 2001; SZ132, Zhou et. al., 2006; y de E. coli YYC202 (ALS974,
Zhu et. al., 2007) de tal forma que para evaluar la capacidad de la cepa LL26 y
poder comparar los parametros cinéticos, se llevd a cabo su caracterizacion en

xilosa.

Al cambiar la glucosa por xilosa, se presenta una disminucion del 40% de las
velocidades especificas de crecimiento en las tres cepas evaluadas (Tabla 7). Se
asume que el principal transportador de xilosa en las cepas JU15 y LL26 es el
transportador de xilosa XylE pues se ha interrumpido XylFGH por el requerimiento
energético de un ATP que implica su uso y como resultado no se ve drasticamente
disminuida la velocidad especifica de crecimiento. Es claro que la fuente de carbono
al cambiar la hexosa por la pentosa en concentracion de 40 g/L, no incide en la
produccion de acido lactico pues ambas fuentes de carbono se agotaron a las 48 h

de fermentacion y se mantiene constante el rendimiento de 95% (Tabla 7).
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La velocidad de formacién de lactato de JU15 es superior respecto de la detectada
en LL26 para ambas fuentes de carbono, sin embargo, aun con esta velocidad, la
cepa LL26 alcanzo al igual que JU15, los maximos valores de produccion de lactato
en dichas fuentes de carbono cuando llega a las 48 horas (Figuras 27 y 29).

7.4.2.2 Cuantificacién de los productos de fermentacion en cultivos con
xilosa (40 g/L) mediante HPLC

Se cuantificaron los productos de fermentacion a partir de xilosa, con el fin de
cerciorar que el flujo metabdlico se dirige a la generacién de lactato en las cepas
homoléacticas JU15 y LL26. Se analizaron todos los productos de fermentacion de
estas cepas, y se compararon con los de la cepa silvestre MG1655 en condiciones

de fermentacion en medio mineral complementado con xilosa 40 g/L. (Figura 29).

Para el caso de JU15 y LL26, (Figuras 29 B y 29 C) se observa que el producto
mayoritario es el lactato, se detectaron trazas de otros productos de fermentacion
gue son inferiores a 1 g/L como lo es el caso del acetato; es importante destacar
gue el acetato estd asociado al crecimiento y es el Unico producto detectado en

estas cepas. (Hasona et al; 2004).

La baja cantidad de acetato (0.5 g/L) producido por la cepa LL26 en la
fermentacion de xilosa, (Figura 29) representa una ventaja en la generacion de
acido lactico, pues a diferencia del grupo de bacterias acido lacticas fermentadoras
de xilosa, de entre las cuales se ha identificado un amplio nimero de lactobacilos y
lactococos (Collins et al; 1984); éstas bacterias son heterofermentativas y producen
una cantidad equimolar de acido lactico y acido acético con un rendimiento de acido
lactico del 60% en peso del consumo de xilosa, en contraste, la cepa LL26 produce
acido lactico con un rendimiento del 95% (Tabla 7).
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Figura 29. Productos obtenidos de la fermentacion de xilosa (40 g/L) cepas MG1655, JU15y LL26.
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Por otro lado, en el caso del lactobacilo Enterococcus casseliflavus en condiciones
de fermentacion en medio rico (MRS) suplementado con 50 g/L de xilosa, produce
38 g/L de L-lactato y 6.5 g/L de acetato (Taniguchi et al; 2004). De la misma manera
que en las bacterias acido lacticas fermentadoras de xilosa, la cepa LL26 muestra
superioridad ante la cepa de E. casseliflavus puesto que el rendimiento de lactato a
partir de xilosa es superior: 95% para LL26 y 76% para el lactobacilo;
adicionalmente la concentracion de acetato producida por la cepa LL26 representa
tan solo el 2.5% de la fuente de carbono empleada mientras que en el caso del
lactobacilo esta es de 13%. Este dato demuestra que E. coli LL26 es una alternativa
en la produccién de L-lactato con la ventaja de emplear condiciones y medios de
cultivo simples. Con base en los resultados obtenidos de las fermentaciones en
medio mineral complementado con glucosa y/o xilosa en concentraciones de 40 g/L,
cuyo principal producto de fermentacion obtenido es el acido lactico, es posible
sugerir que la cepa LL26 es practicamente homolactica. El poco acetato producido
esta asociado al crecimiento, (Hasona et al; 2004), esto representa ventajas no solo
en el rendimiento, pues el uso de la cepa LL26, facilitara subsecuentes etapas de la

purificacion del lactato.

7.4.2.3 Evaluacién de la actividad enzimatica de LDH en cultivos con
xilosa (40 g/L)

En lo que se refiere a las actividades de LDH en las fermentaciones de xilosa 40 g/L
los resultados muestran que el valor de actividad D-LDH de JU15 es 2 veces
superior al de MG1655, mientras que el valor de actividad de L-LDH de la cepa
LL26 es 3 veces el valor de la silvestre, (Tabla 7). La productividad volumétrica de
las cepas JU 15 y LL26 es practicamente la misma cuyos valores son de 6.8 y 6.6
veces el valor de productividad de MG1655.
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7.4.3 Comparacion de parametros cinéticos en medio AM2-glucosa 80 g/L

Con el propésito de comparar el comportamiento de la cepa LL26 en mayores
concentraciones de los azucares evaluados, se analizo el efecto de incrementar la
concentracion de glucosa a 80 g/L. Los resultados de biomasa, produccion de
lactato y glucosa residual en condiciones de fermentacion de medio mineral
complementado con glucosa 80 g/L, para las tres cepas, se muestran en la figura
30yenlaTabla?7.

Al analizar la fermentacion de glucosa en concentracion de 80 g/L se observa que la
cepa MG1655 es la que exhibe una mayor velocidad especifica de crecimiento, la
velocidad de JU15 es un 17% inferior a la de MG1655, la cantidad de biomasa
corresponde al 80% de la producida por la cepa silvestre; en el caso de la cepa
LL26, los datos son velocidad 30% inferior y la biomasa obtenida es equivalente al
75% de la mostrada por la cepa silvestre (Tabla 7). La fermentacion se monitore6
por 72 horas y el valor maximo de biomasa alcanzado, durante la fase estacionaria,
es muy similar en las tres cepas: 3 g/L. En lo referente al rendimiento, es casi del
80% en ambas cepas JU15 y LL26. Los datos demuestran que para ambas
condiciones de fermentacion de 40 y 80 g/L de glucosa, la cepa LL26 relativamente
mantuvo constante el comportamiento de velocidades de crecimiento, esto es el
70% de la velocidad de MG1655 (Tabla 7).

Al evaluar el efecto de la concentracion de glucosa 80 g/L se observa una
disminucién de hasta un 50% del valor de la velocidad especifica de crecimiento
para las tres cepas analizadas. Los datos obtenidos en las fermentaciones en
concentraciones de sustrato de 80 g/L reflejan el efecto directo de la presién
osmotica en el rendimiento, la eficiencia de la conversion disminuye en un 18% para
JU15y un 17% para LL26 en glucosa (Tabla 7).
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La presion osmatica es una propiedad coligativa de una solucion, se define como la
presion que detiene la 6smosis, es decir la presion que se requiere para evitar que
un soluto fluya liboremente hacia dentro de la célula cuando este se encuentra en
mayor concentracion en el medio cultivo. Depende de la concentracion de iones en

si pero no de la identidad del soluto,

Los microorganismos se han clasificado en funcion del valor de la actividad acuosa,
(aw) se define como la presencia de agua, en forma disponible para crecer y llevar a
cabo sus funciones metabdlicas. A medida que una solucion se concentra, la
presion de vapor disminuye y la actividad acuosa desciende a partir de un valor
maximo de 1 para el agua pura (en ausencia de capilares y fuerzas de adsorcién).
El menor valor de tolerancia de a,, para cualquier microorganismo es de 0.62. Sin
embargo, si el soluto no es toxico, no importa si es de naturaleza iénica o no ionica,
se mantiene constante el valor minimo tolerable. En la clasificacion de las bacterias
no haldfilas, E.coli se ubica en la media del rango de tolerancia de baja a,, siendo

mas tolerante que B.subtilis. (Kushner., 1978).

El valor de presion osmética en el medio mineral AM2 complementado con glucosa
80 g/L es de 1.14 MPa equivalente a 0.44 osM, representa el doble de la presion
osmoética del medio en glucosa 40 g/L cuyo valor es de 0.57 MPa para 0.222 osM
de soluto. Estos valores se determinaron a partir de la expresidn matematica de la
presion osmotica (n), que asemeja la forma de la ecuacidon del estado de un gas
ideal:

n=nRT

Donde n es el numero de moles del soluto en la solucion por unidad de volumen, R

es la constante de los gases y T es la temperatura absoluta.(Castellan 1996)

En el caso de la fermentacion en glucosa 80 g/L, el efecto de la presién osmotica se
presentd solo durante la segunda mitad de la fermentacion, pues durante las

primeras horas el comportamiento visto es muy similar a la fermentacién de 40 g/L
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de glucosa. Se observo a las 48 h una produccién de lactato de 52 g/L para ambas
cepas lactogénicas. Es importante mencionar que conforme va avanzando la
fermentacion, se esta incrementando la concentracion de lactato con lo que

contribuye también a la presion osmotica.

La presion de turgencia de E.coli (presion optima para el crecimiento) es alrededor
de 0.3 MPa, por lo que cuando crece en medios minimos con osmolaridad alta; la
concentracion en el citoplasma de los solutos K*, glutamato y trehalosa se
incrementa linealmente con la finalidad de mantener la presion de turgencia (Munro
et al., 1972), mientras que la fuerza ionica es reducida al intercambiar K por
putrecina (Prince et al.,1990). Estos ajustes permiten el crecimiento en un medio
cuya presion osmoética es de al menos 2 osM. Sin embargo, la tolerancia a una
mayor presion externa es incrementada al hacer uso de osmoprotectores. En las
condiciones de cultivo se empled betaina como osmoprotector pues es uno de los
mas efectivos, su acumulacion en el citoplasma reduce la concentracion de K* y
glutamato, esto se refleja en una mejora en la velocidad de crecimiento, asi mismo

reduce la acumulacion de trehalosa 'y otros  solutos i6nicos.
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Figura 30. Comparacioén del crecimiento, produccion de lactato y glucosa residual en fermentacién
de glucosa (80 g/L) de las cepas MG1655, JU15y LL26.
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En lo referente a la producciéon de lactato se emple6 KOH 4N, para evitar una
excesiva tasa de dilucion. La cepa con mayor produccion de lactato (con ello mayor
consumo de KOH 4N) fue la cepa LL26, seguida por JU15, y por ultimo la silvestre,
dado que esta ultima otros productos de fermentacién mayoritarios, a diferencia de
las cepas que generan casi de forma exclusivamente lactato. En cuanto a la
produccion de lactato, las cepas LL26 y JU15 muestran el mismo comportamiento y
alcanzan valores muy similares de lactato: 64.0 y 59.1 g/L, respectivamente, con
rendimientos similares de conversion de glucosa en lactato, lo cual constituye un
incremento de 5 veces la produccion de lactato de MG1655, que sélo llega al
maximo de 12 g/L (Figura 30).

La mayor velocidad volumétrica de consumo de glucosa (Figura 30) se presentd
durante la etapa de crecimiento (O a 24 h), una vez disminuida esta velocidad,
decrece la velocidad de consumo de glucosa y también la de produccién de lactato.
La glucosa residual fue de casi 3 g/L para las cepas JU15 y MG1655 por el
contrario en la cepa LL26, fue de 5.5 g/L. (Figura 30).

7.4.3.1 Cuantificacion de los productos de fermentacién en cultivos con
glucosa (80 g/L) mediante HPLC

Como se observa en la figura 31, la cepa MG1655 present6é la amplia gama de
productos de fermentacidn siendo los mayoritarios el acético y lactico en
concentraciones de 11y 15 g/L, el etanol en 6 g/L. En el caso de las cepas JU15y
LL26 se observo una pequefia formacion de formato y 1.2 y 1.8 g/L de acetato
respectivamente (Figura 31 By 31 C).
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Figura 31. Productos obtenidos de la fermentacion de glucosa (80 g/L) cepas MG1655, JU15y
LL26.
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7.4.3.2 Evaluacién de la actividad enzimatica de LDH en cultivos con

glucosa (80 g/L)

Los datos de la Tabla 7 muestran la tendencia antes vista, es decir el mayor valor
de actividad fue en la actividad L-LDH de la cepa LL26, constituye 7 veces el valor
de D-LDH de MG1655. El valor de actividad D-LDH de JU15 es 4.6 veces superior
al de MG1655. Por otro lado, aun con esta diferencia en la actividad LDH, los
valores de productividad volumétrica de las cepas LL26 y JU15 es practicamente el

mismo 5.3 y 5.5 veces el valor de productividad de MG1655.

7.4.4 Comparacion de pardmetros cinéticos en medio AM2-xilosa 80 g/L

La evaluacion con 80 g/L de xilosa muestra que la cepa silvestre presenta la mayor
velocidad de crecimiento, en este caso JU15 es 0.7 veces el valor de velocidad de
MG1655 mientras que LL26 lo es 0.6 veces (Tabla 7). La fase exponencial abarca
hasta la hora 24 de fermentacién, todas las cepas alcanzan la misma biomasa
(aproximadamente 2 g/L: Figura 32). Se observa que el maximo valor de lactato
alcanzado por la cepa MG1655 es de 5 g/L mientras que las cepas JU15 y LL26
generan 52 y 50 g/L respectivamente, lo que constituye 10 veces el valor de lactato
producido por MG1655 (Figura 32).

El comportamiento visto en respuesta al incremento en la concentracion de xilosa
80 g/L, consistid en un decremento en las velocidades especificas de crecimiento,
probablemente como consecuencia de la presion osmética; las velocidades
presentan una baja del 40 y 33% para JU15 y LL26 respectivamente. El valor de
presion osmotica en medio mineral complementado con xilosa en concentracion de
80 g/L es de 1.4 MPa para 0.533 osM de xilosa, lo cual representa el doble de la
presion ejercida en el medio en xilosa 40 g/L, cuyo valor es de 0.69 MPa para 0.266

osM de xilosa. Si bien se present6 una disminucion en este pardmetro, éste no fue
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tan drasticamente como en el caso de glucosa 80 g/L la cual implicé una
disminucién del 50% en las todas las cepas. Probablemente los cambios que se

presentaron durante la evolucibn en xilosa tengan que ver
comportamiento.

con este
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Figura 32. Comparacion del crecimiento, produccion de lactato y xilosa residual en fermentacion de
xilosa 80 g/L de las cepas MG1655, JU15y LL26.
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Por otro lado, el efecto en la reduccién del rendimiento fue mayor que en la
fermentacion en glucosa a 80 g/L; en comparacion con xilosa a 40 g/L este valor
disminuyé un 26% y 30% para JU15 y LL26, respectivamente al duplicar la
concentracion de la pentosa. Dicho comportamiento puede atribuirse al menor
rendimiento energético que se obtiene con este azucar, lo cual genera una menor
cantidad de biomasa (en la condicion de la xilosa se generan dos tercios de la
biomasa con glucosa a 80 g/L), y como la produccion de lactato es asociada al
crecimiento, la produccion volumétrica se reduce y se obtiene menos producto a las
72 h.

La xilosa residual en la cepa MG1655 presentd el valor mas alto de 42 g/L de
pentosa a las 72 h(Figura 32), por el contrario; en el caso de las cepas JU15y LL26
fu de tan solo de 17 g/L al mismo tiempo. El consumo de xilosa correlaciona con el
crecimiento durante la fase exponencial y cuando disminuye la velocidad especifica

de crecimiento también disminuye el consumo de xilosa.

7.4.4.1 Cuantificacion de productos de fermentacién de xilosa (80 g/L)
mediante HPLC

La cuantificacién de productos de fermentacion muestra que para la cepa MG1655
(Figura 33 A) los productos generados en orden decreciente fueron: acético 9 g/L,
etanol 6 g/L, D-lactato 5 g/L, formato 1 g/L y succinato 0.5 g/L. En el caso de la
cepa JU15 (Figura 33 B) se detecté como co-producto la presencia de 4.2 g/L
acetato, lo cual representa practicamente la mitad de la concentracion de acetato
producida por la cepa silvestre. De la misma manera que la cepa JU15, en la cepa
LL26 se detecto Unicamente la presencia del acetato, pero tan sélo se produjeron 2
g/L (Figura 33 C) lo cual es un 22% de la cantidad de acetato producido por
MG1655 (Figura 33 A).
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Figura 33. Productos obtenidos de la fermentacién de xilosa (80 g/L) cepas MG1655, JU15y LL26.
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7.4.4.2 Evaluacién de la actividad enzimatica de LDH en cultivos con
xilosa (80 g/L)

En lo que se refiere a las actividades de LDH en las fermentaciones de xilosa 80 g/L
los resultados muestran que el valor de actividad D-LDH de JU15 fue 8.5 veces
superior al de MG1655, mientras que el valor mas alto corresponde a la actividad L-
LDH de la cepa LL26, constituye 11.6 veces el valor de productividad de la silvestre.
(Tabla 7). También en este caso los valores de productividad volumétrica de las
cepas JU15 y LL26 fueron similares, 6.8 y 6.0 veces mayor al de MG1655,

respectivamente.

7.5 Comparacién de resultados con otras cepas de E. coli productoras de
lactato

Al interrumpir las vias que compiten en la disponibilidad del piruvato se presenta
una re-distribucion del flujo en el nodo de piruvato, que incide en el metabolismo de
la célula: Esto también se puede reflejar en los niveles de actividad de las enzimas
involucradas ya que, como se describié en la seccidon anterior se tienen efectos
sobre la expresion genética y la regulacion alostérica. La adecuada manipulaciéon de
los genes en el metabolismo del piruvato ha permitido generar cepas cuyo espectro
de productos de fermentacion se ve reducido; logrando asi dirigir el flujo hacia un

metabolito deseado, en este caso hacia la produccion de L-lactato.

En trabajos previos de inactivaciones de genes, en la cepa JW0885 (BW25113
ApflA) se observo un incremento de 60 veces en la produccion de lactato respecto
de la cepa silvestre BW25113, la generacién de biomasa decaydé 3.7 veces, las
concentraciones de los productos que cataliza pfl (formato, acetato y etanol) se
detectaron en concentraciones insignificantes. Mientras que en la cepa, JW1228
(BW25113 AadhE), la inactivacibn mostr6 un incremento en la produccién de

lactato de 8 veces respecto de la cepa silvestre; la biomasa alcanzada fue casi 3
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veces inferior respecto de la cepa silvestre BW25113. En ambos trabajos el andlisis
se realizé en cultivos micro-aerobicos y usando glucosa como fuente de carbono.
Es evidente que la inactivacién en la enzima pfl por su ubicacion en el esquema
glucolitico logra incrementar en mayor medida el flujo hacia lactato con respecto de
adhE. (Zhu y Shimizu 2005). En concordancia con los trabajos descritos, en la
presente tesis se encontré que la inactivacion simultdnea de pflB y adhE ocasion6
un incremento6 en la produccion de lactato hasta de 10 veces y una reduccién en la
produccion de biomasa de 2 veces con respecto a la cepa silvestre (E. coli
MG1655).

7.6 Relevancia de la produccién de acetato en las cepas productoras deDy

L-lactato

La presencia de acetato como producto minoritario en las fermentaciones con las
cepas JU15y LL26 en las condiciones evaluadas se puede deber a una distribucién
distinta del carbono en el nodo de acetil-CoA en respuesta a la inactivacion en pfiB.
El complejo piruvato formato liasa cataliza la descarboxilacion no oxidativa del
piruvato generando formato y acetil-CoA en condiciones de fermentacion. Las
funciones de acetil-CoA son como aceptor de electrones generando etanol,
precursor en la formacion de ATP durante la produccion de acetato o bien contribuir
a la generacion de biomasa, ya que se encuentra asociado al crecimiento. Este
complejo es sensible a la presencia de oxigeno, su expresion se reduce
drasticamente en condiciones aerobias (Axelsson 2004). Con la interrupcion de
pflB, la generacion de ATP en condiciones no aireadas esta limitada a la
fosforilacion a nivel de sustrato y probablemente a una via alterna para generar
acetil-CoA y su posterior conversién a acetato por la foosfotransacetilasa y la

acetato cinasa.

El comportamiento presentado por las cepas, en la generacion de acetato, soporta

el disefio de las cepas JU15 y LL26, en el sentido de dejar activa la via de
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generacion de acetato para generar ATP de forma alterna a la fosforilacién a nivel
sustrato en cepas interrumpidas en pfl. Resultados recientes (Utrilla el al., 2009)
soportan la hipétesis de que en ciertas condiciones el complejo de la piruvato
deshidrogenasa (el cual generalmente es activo a bajas concentraciones de NADH
y en presencia de oxigeno) funciona como una via alterna de generacion de acetil-
CoA en las condiciones de cultivo que se utilizaron en el presente trabajo. Ademas,
un incremento en la concentracion intracelular de piruvato, favorecido por la
interrupcion en pfl, funciona como activador alostérico de la fosfotransferacetilasa
activando el primer paso en la formacién de acetato a partir de acetil-CoA (Suzuki et
al; 1969). Asi mismo, en otros trabajos ha sido reportado que un exceso de piruvato
es directamente oxidado a acetato por la enzima piruvato oxidasa (poxB), cuya
induccidn se da en fase estacionaria o bien en condiciones de estrés. (Chang et al;
1994). La actividad de PFL ha sido observada durante condiciones de micro-
aerobiosis 0 anaerobiosis por lo que se ha asociado como la Unica actividad en el
catabolismo de E.coli; sin embargo se demostré que no es la Unica, (Aleexeva et al.,
2000). Recientemente, se ha demostrado que se puede encontrar activo el
complejo de la PDH en condiciones anaerobias, con un 5% de la actividad que
presenta en condiciones aerobias. También, se ha reportado que en mutantes pfl
evolucionadas para la produccion de etanol, se puede llevar a cabo la conversion
de piruvato a acetil-CoA (Zhou et al; 2003) por medio de la piruvato
deshidrogenasa. La inactivacion de aceF -una subunidad del complejo de la
piruvato deshidrogenasa- demostr6 que la transcripcion en condiciones de
anaerobiosis de PDH es la suficiente para la formacién de acetil-CoA y esto le

permite a la célula crecer en condiciones deficientes de ATP (Utrilla 2009).

Por otro lado, cepas silvestres de E. coli en condiciones de fermentacion distribuyen
gran parte de acetil-CoA en la generacion de acetato y etanol en proporcion 1:1.
(Alexeeva et al., 2000; Vemuri et al., 2002), esta relacién se ve afectada por la
misma disponibilidad de acetil-CoA y la actividad residual de PDH. (Alexeeva et al.,
2000; De Graef et al., 1999). En el caso de las cepas JU15 y LL26, el flujo de

particion en el nodo de acetil-CoA es distinto al de las cepas silvestres: aparte de la
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interrupcion de pfl, también es debido en parte a la interrupcion en adhE. En
consecuencia, la presencia de acetato también es atribuible a que las cepas JU15y
LL26 no son capaces de formar etanol a partir de acetil-CoA, y por tanto un exceso
de este metabolito puede ser canalizado hacia la via pta-Ack para generar acetato y
ATP como respuesta a la inactivacion de la via para producir etanol.

En trabajos previos se demostré que la disponibilidad de acetil-CoA es uno de los
factores limitantes en el incremento del flujo hacia la generacion de acetato. Esto se
evidencid al construir una cepa de E. coli (BW25113) con una interrupciéon en uno
de los dos genes que codifican para las piruvato cinasas, en este caso la PykF
(ApykF), observandose que los niveles de Pta-Ack responden a los cambios de
concentracion de acetil-CoA ocasionados por la interrupcién en la piruvato cinasa
(Zhu y Shimizu 2005). Ademas, los mismos autores encontraron que la expresion
de ackA se incrementa significativamente cuando se ha interrumpido pfl, y
observaron un incremento en la actividad enzimatica de ack, como resultado se
obtuvo una mayor concentracion de acetato al final de la fermentacion respecto de

la cepa silvestre (Zhu y Shimizu, 2005).

En resumen, el acetato es atribuible a: la actividad de las enzimas piruvato
deshidrogenasa y piruvato oxidasa, las cuales, aun cuando las condiciones no les
son favorables, realizan la conversion de piruvato en acetil-CoA dando lugar a la
generacion de acetato; a la inactivacion de pfl y adhE; la baja disponibilidad de ATP;
y a cambios que se inducen en la expresion genética y regulacion alostérica de
varios genes y enzimas. Considerando lo anterior, se propone que en la red
metabodlica de la cepa LL26 la actividad de la enzima piruvato deshidrogenasa
incide directamente en la produccién de acetato y se indica en las flechas
punteadas de la (Figura 34).
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Figura 34. Red metabdlica propuesta para la cepa LL26.

7.7 Impacto de la actividad enzimatica en la velocidad de formacion de

lactato y de consumo de azucares

Para demostrar si la actividad enzimatica heterdloga en la cepa LL26 aumenta el
flujo de carbono hacia la formacion de lactato, cuando se utiliza glucosa o xilosa
como fuente de carbono, se evalud la productividad volumétrica de lactato en

funcién de la actividad enzimatica de LDH

Es notorio observar que al incrementar al doble la concentracién de glucosa o xilosa
(Tabla 7) se incide en un incremento del valor de actividad especifica, tanto para
JU15 como para LL26. Probablemente en el caso de la cepa LL26 se trata de una
activacion alostérica en respuesta al incremento de la presencia de sustrato
(piruvato) conferido por las relaciones NADH/NAD" y fructosa 2,6 difosfato/fosfato

activador alostérico propio de la enzima heterdloga L-LDH (Yoshida 1965).
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Con la fuente xilosa en concentracién de 80 g/L se obtuvieron los valores mas altos
de actividad enzimatica de LDH (Tabla 7). El efecto de la fuente de carbono incide
en el incremento de la actividad de las cepas JU15 y LL26, sin embargo este efecto
no correlaciona con los valores de productividad inferiores en las fermentaciones
con 80 g/L de glucosa. Es importante mencionar que en todos los casos, la cantidad
de proteina encontrada en la cepa LL26 fue inferior con respecto al valor de
proteina presente en las demas muestras demostrando asi que el incremento en la
actividad enzimatica especifica es conferido por las propiedades cataliticas
superiores de la enzima L-LDH.

Cabe recordar que la reoxidacion del NADH resulta imprescindible en las cepas
JU15 y LL26, pues constituye el Unico mecanismo de generacion de poder reductor
para ambas cepas, en consecuencia es de mayor impacto el cociente NADH/NAD".
Si bien, el flujo glucolitico se regula por la concentracion de fructosa 1,6 difosfato en
las cepas MG1655, JU15 y LL26, este intermediario también es el precursor del
activador de la enzima IctE (L-LDH) de la cepa LL26 pues esta enzima es activada

alostéricamente por la fructosa 1, 6 difosfato. (Zuber et al; 1979).

Se ha demostrado que el transporte de glucosa y la velocidad de transformacion del
piruvato en productos de fermentacion permiten controlar el flujo a través de la
glucolisis. Es decir, que una mayor capacidad para transportar glucosa o una mayor
actividad total de alguna enzima que convierte el piruvato en productos de
fermentacién, permite controlar el flujo de la glucdlisis y la productividad especifica
de productos de fermentacion. En el caso de una cepa etanologénica de E. coli
(KO11) se observé que la sobreexpresion del gen que codifica para la enzima
piruvato decarboxilasa (PDC) proveniente de Zymomonas mobilis y que realiza la
conversion de piruvato a acetaldehido, incrementd la velocidad de consumo de
glucosa y el flujo de la glucolisis (Huerta-Beristain et al; 2008). Ademas,
incrementando la actividad de PDC se logr6 aumentar sustancialmente el
rendimiento tedrico de conversion de glucosa o xilosa en etanol. Se ha demostrado

qgue los incrementos en la actividad de PFK y PYK en la cepa KO11 reducen
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drasticamente los flujos de consumo de glucosa hacia la formacion de etanol,

favoreciendo la formacion de acidos organicos (Huerta-Beristain et al; 2008).

Por otro lado, el flujo glucolitico es controlado también por los requerimientos de
ATP, esto se demostrd al hidrolizar el ATP producido en la glucolisis y observar un
incremento en el flujo glucolitico en cultivos aerdbicos con E. coli. (Koebmann et al.,
2002). Los niveles de ATP funcionan como reguladores alostéricos en varias
enzimas de la glucdlisis (Neidhart et al; 1990) y en la acetato cinasa (Suzuki et al;
1969). Por lo que en la cepa LL26 se esperaba que en conjunto el requerimiento de
ATP y el incremento en la actividad de una enzima, en este caso LDH
incrementarian el flujo glucolitico y ello se reflejaria en mayores velocidades de
consumo de sustrato y de produccion de lactato. Sin embargo, lo que se encontré
es que aun cuando existe limitacion de ATP en la cepa por la inactivacion en pflB y
el incremento del nivel de actividad de L-LDH, no hay un incremento en el consumo
de glucosa o de xilosa en la cepa LL26. Estos resultados sugieren que el control del
flujo de carbono no se encuentra en la via de conversién de piruvato a lactato y que
probablemente este control se encuentre repartido en varios pasos de las vias de la

glucolisis o de las pentosas fosfato.

7.8 Comentarios finales

A nivel industrial es deseable que una cepa productora de lactato cuente con las
siguientes caracteristicas: elevada productividad volumétrica y alto rendimiento en
la obtencién del isdbmero épticamente puro, tolerancia a titulos altos de lactato y
capacidad para fermentar diversos sustratos. La productividad especifica de un
biocatalizador reside en el flujo de la fuente de carbono a través de las distintas
interconversiones hasta llegar al producto de interés mientras que la productividad
volumétrica conjunta la productividad especifica y la densidad celular. Los
lactobacilos presentan productividades volumétricas entre 1 y 4 g/L h de lactato en
cultivos en medios ricos usando glucosa como fuente de carbono (Axelsson, 2004).

En este trabajo el L-lactato se obtuvo dOpticamente puro con una productividad
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volumétrica de 1.14 y 1.33 g/L h durante la fase de crecimiento en medio mineral
con glucosa 40 y 80 g/L, respectivamente, mientras que en xilosa alcanzaron
valores de 1.25 y 0.42 g/L h con 40 y 80 g/L, respectivamente (Tabla 7). La
diferencia en los medios utilizados (rico vs mineral) y la utilizacion de xilosa
permiten proponer a E. coli modificada como una alternativa que permite competir
con tecnologias actuales de produccion de lactatos como precursores para la
formacion de polilactatos. Sin embargo, con otras cepas de E.coli productoras de L-
lactato (ver anexo), se han obtenido valores de productividad volumétrica superiores
a los de la cepa LL26. En este contexto es factible mejorar la productividad
volumétrica de produccion de L-lactato con LL26, ello se reflejara en la reduccion
del tiempo de fermentacién con lo cual se disminuiran los costos del proceso. Seria
conveniente evaluar el desempefio de la cepa empleando algunas estrategias de

cultivos, como la alimentaciéon de la fuente de carbono.
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La cepa LL26, con una copia en el cromosoma de IctE, bajo la regulacién del promotor
nativo IdhA, presenta un crecimiento similar al de la cepa isogénica productora de D-
lactato (JU15), demostrando que la expresion cromosomal de la L-lactato
deshidrogenasa de B. subtilis en E. coli no causa efectos toxicos y por lo tanto es viable

para la produccion de L-lactato 6pticamente puro.

Alun cuando las velocidades especificas de crecimiento son superiores al utilizar
glucosa respecto a xilosa con la cepa LL26 con 40 g/L, el rendimiento de conversion en
ambos casos es similar a las 48 horas del cultivo: 95% respecto al teorico. Sin
embargo, a una concentracién de 80 g/L de azucar, se reducen alrededor del 70%: la
velocidad de crecimiento, biomasa y rendimiento. Al parecer este efecto puede ser

atribuible a la presién osmatica y la toxicidad del lactato.

Los resultados obtenidos permiten concluir que aun cuando en todas las
fermentaciones evaluadas el mayor valor de actividad especifica L-LDH corresponde a
la cepa LL26 -conferido por las propiedades intrinsecas de la enzima-, no hay un
incremento en el flujo glucolitico que se refleje de manera directa en la productividad de

lactato, por lo que el control del flujo no reside en la actividad de L-LDH.

La cepa LL26 es en términos practicos homofermentativa. La generacion de acetato es
atribuible a que la cepa estd empleando vias alternas en la generacion de acetil-CoA 'y
acetato en respuesta a: las inactivaciones en los genes pfl y adhE; baja disponibilidad
de ATP; probable actividad de los complejos piruvato deshidrogenasa y piruvato
oxidasa; asi como la regulacion genética y alostérica de genes y enzimas en el proceso

evolutivo de la cepa.
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Con el fin de alcanzar mayores concentraciones de lactato, manteniendo el
rendimiento de conversion por arriba del 90%, minimizar el efecto de presion
osmoética utilizando cultivos alimentados. Otra manera para contender con este
efecto es la adaptacion evolutiva de la cepa LL26 en elevadas concentraciones de

azucares.

Se sugiere medir las actividades de las enzimas en la red metabdlica propuesta
para la cepa LL26 con la finalidad de determinar la(s) enzima(s) que controla(n) el
flujo glucolitico y modularlo en funcion del uso de un promotor inducible como lo es

trc.

Otro aspecto relevante para cepas productoras de lactato es su tolerancia al
producto y a valores de pH acidos. Se propone, mediante evolucion adaptativa, en
presencia de concentraciones crecientes de &cido lactico y de valores de pH acido
evolucionar a las cepas productoras para seleccionar mutantes tolerantes a lactato

y pH acido.

Con base en los rendimientos que muestra la cepa LL26, se sugiere el
escalamiento en la etapa de fermentacion con la finalidad de complementar el

comportamiento de la cepa.
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11.1 APENDICE A
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Figura 35.Comparacion de las cepas MG1655, D-lactogénica JU15 y L-lactogénica LL26 en glucosa 40 g/L.
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Figura 36.Comparacion de las cepas MG1655, D-lactogénica JU15 y L-lactogénica LL26 en glucosa 80 g/L.
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Figura 37.Comparacion de las cepas MG1655, D-lactogénica JU15 y L-lactogénica LL26 en xilosa 40 g/L.

3;:& INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA, UNAM. Pag. 107



APENDICES

(0]
o

~
o
]

(o))
o
1

o
P |
O

Lactato (g/L)
w b O
.2

N
o
1

[EEN
o
1

D

o

MG1655 JU15

100

LL26

~
ol
]

a
o
1

N
(3]
1

Rendimiento de Lactato
(gLACTATO/OXILOSA)

MG1655 JU15

LL26

Actividad Especifica
(Ul/mg proT)

Qp (gLacTaTo / L h)

[ 1

0.5

MG 1655

JU15

LL26

0.4+

0.3+

0.2+

0.1+

0.0

/1 24h

MG1655

JU15

LL26

Figura 38.Comparacion de las cepas MG1655, D-lactogénica JU15 y L-lactogénica LL26 en xilosa 80 g/L.
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11.2 APENDICE B

Tabla 8. Cepas de E.coli recombinantes productoras de lactato

Cepa Genotipo Tipo de Tipo de . : Fuente de Qr Y
Cepa progenitora integracion Cultivo Isomero | Medio Carbono | (g/Lh) | giacraro/Qcro Autor
E. coli : . LB- Chang,
IP201 E. coliRR1 | Apta Cromosoma | Alimentado | D-lactato Rico Glucosa 1.09 0.54 1999
E.coli E. coli . Chang,
IP203 IP201 Apta Appc Cromosoma | Alimentado | D-lactato LB Glucosa 1.04 0.9 1999
. , Apta
E.coli E. coli . Chang,
IP204 IP202 AIdhA..IthL Cromosoma Lote L-lactato LB Glucosa 0.7 0.3 1999
(L. casei)
. . Apta Appc
E.coli E.coli M ) Chang,
IP205 IP204 AIdhA..IthL Cromosoma Lote L-lactato LB Glucosa | 0.146 - 1999
(L. casei)
i Aemi Glucosa 0.48 0.63
ECOl | E.colikia- | APMB Plasmido Dien,
EMJ39 AldhA::ldhL (bajo nimero Lote L-lactato LB ' 2001
(S. bovis) de copias) Xilosa 0.47 0.67
E. coli : ApflB Plasmido :
FBR 'f\lzcﬁ'l'fl_ AldhAzldhL | (bajo nimero Lote L-lactato | LB Glucosa | 0.70 0.61 2(')%”1’
10 (S. bovis) de copias)
E.coli | & ivgo. | APB Plasmido Lote Glucosa | 2.2 0.93 Sien
FBR ' ND10 AldhA::IdhL (bajo numero L-lactato LB 2001’
11 (S. bovis) de copias) Xilosa 0.73 0.78
E. coli E. coliB- | ptsG+ ApflB Plasmido ,
FBR ND10 AldhA::ldhL (alto namero Lote L-lactato LB GIUCOS‘?‘ - 0.47 Dien,
12 : . Xilosa 1:1 2002
(S. bovis) de copias)
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E. coli . ptsG- ApflB Plasmido .
E. coli K12- . Glucosa Dien
FBR AldhA::IdhL (alto nimero Lote L-lactato LB ; i - 0.62 ’
17 NZN111 (S. bovis de copias) Xilosa 1:1 2002
E. coli . ptsG- ApflB Plasmido .
FBR E|\?8|]I_OB B AldhA::IdhL (alto nimero Lote L-lactato LB Xciali)usca?:sﬁl - 0.35 IZD(')%nZ
18 (S. bovis de copias) '
E. coli . _ | ptsG-ApfiB Plasmido :
FBR E.choll: 1K1112 AldhA::ldhL (alto nimero Lote L-lactato LB X(iBI:JusC;iél - 0.77 28%”2
19 (S. bovis de copias) '
E. coli Cepa Lote D-lactato Zhou,
W3110 | silvestre M9 | Glucosa | 021 | 0.47 2003
E. coli E. coli Lote Zhou
y W3110- ApflB Afrd Cromosoma D-lactato M9 Glucosa 0.58 0.99 '
SZ40 S735 2003
E.coli | EC | AofiB afrd Lote Zhou
y W3110- Cromosoma D-lactato M9 Glucosa 0.66 0.97 '
SZ58 S740 A adhE 2003
. : ApfiB Afrd
E. coli E. coli Lote Zhou,
S763 W3110 i:i:ﬁ Cromosoma D-lactato M9 Glucosa 0.54 0.98 2003
ApflB Afrd
AadhE Glucosa 0.65 0.95
E. coli E. coli AackA Lote Zhou,
S785 W3110 AldhA-TdhL Cromosoma L-lactato M9 2003
(P. Xilosa 0.32 0.93
acidilactici)
ApfiB Afrd
E. coli E coli iad:E Lote LB Glucosa - 0.9 Zhou,
Sz W3110 ac N Cromosoma D-lactato | NBS + | Glucosa - 0.55 2005
132 (AlldhA"IdhL Bet Sacarosa - 0.93
acidilactici)
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ApfiB Afrd
ool E.coll iZSEAE NBS + Zhou
S7 WALL0 AldhA:1dhL Cromosoma Lote L-lactato Bet Glucosa 2.1 0.95 2006
194 (P.
acidilactici)
ApfiB Afrd
AadhE
AackA
E.coli E.coliB AldhA::IdhL
TG SZ (P. Cromosoma Lote L-lactato Ngg: Glucosa 2.3 0.98 Gzrgggr,
108 194 acidilactici)
Mejora en
crecimiento y
act LDH
E.coli . SZ NBS + Grabar,
16114 E.coliB 104 A msgA Cromosoma Lote D-lactato Bet Glucosa 2.88 0.98 2006
E.coli Apfl ApoxB Zhu,
YYC Apps Cromosoma | _,. Ot D-lactato | GAM | CMUC0Sq | 5 0.95 2007
alimentado
202 AaceEF
E coli Apfl ApoxB
. E. coli Apps Lote Glucosa Zhu,
,g\l;és1 YYC202 AaceEF Cromosoma alimentado D-lactato GAM 6.3 0.99 2007
AfrdABCD
ApfiB Glucosa
' 1.6 0.95
E.coli E. coli AadhE, Cromosoma Lote D-lactato AM?2 (40g/L) Este
JU15 MG1655 AfrdA, Glucosa trabajo
1.21 0.78
A xylIFGH (80g/L)
ApfiB Xilosa
' 1.3 0.95
E.coll E. coli Aadhk, Cromosoma Lote D-lactato AM?2 (40g/L) Este
JUis MG1655 AfrdA, Xilosa 0.48 0.7 trabajo
AxylFGH (80g/L) ' '
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Glucosa

. _ ApfiB,AadhE, o 1.14 0.95 Este
E.coli E. coli AfrdA, c L L AM2 (40g/L) traba
LL26 MG1655 A xyIFGH romosoma ote -lactato Glucosa rabajo

ApfiB, Xilosa | 4 5q 0.95

E.coli E. coli AadhE,AfrdA, | o Lote L lactato | AM2 (40g/L) ' ' Este
LL26 MG1655 AxylFGH Xilosa trabajo
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11.3 APENDICE C
La presentacion del presente trabajo en foro nacional fue:

Laura J. Leal Reyes, Gerardo Huerta Beristain, Guillermo Gosset Lagarda, Alfredo
Martinez Jiménez. Presentacion oral “ INGENIERIA METABOLICA DE Escherichia
coli PARA PRODUCIR L-LACTATO”. Xlll Congreso Nacional de Biotecnologia y
Bioingenieria. Acapulco Guerrero México. Junio 2009.

, Congreso Nacional

de Biotecnologia y Bioingenieria |

VIl Si

Produccidn de Alcoholes y Levaduras

INGENIERIA METABOLICA DE Escherichia coli PARA PRODUCIR L-LACTATO
Laura J. Leal Reyes, Gerardo Huerta Beristain, Guillermo Gosset Lagarda, Alfredo Martinez Jiménez
Instituto de Biotecnologia-UNAM. Av. Universidad 2001 Col. Chamilpa. Cuernavaca Mor. 62210
Fax: 317 2388. Correo electronico: lauleal @ibt.unam.mx

Palabras clave: Escherichia coli, L-lactafo, L-Jactato deshidrogenasa.

Intreduccion. Una aplicacion del lactato es la obtencion
de plasticos biodegradables a partir de su polimerizacion

a polilactato (PLA), cuyas propiedades fisicas y de I 4 Lap E
degradacion estan conferidas por una elevada proporcion E =
del isomero L (1). La produccion biotecnologica actual de :i B §
lactatos es a partir de lactobacilos, los cuales requieren g ﬁg
medios de cultive complejos, que resultan caros para la & o Lag E:E
obtencién a gran volumen de PLA. Escherichia coif = ’ =
fermenta azicares, en medios minerales simples, a una L1 E
mezcla de productos de fermentacion, incluyendo el D- B
lactato a partir de piruvato vy la enzima esteroespecifica

0.m T T T ]
LDHA. _ ) ] 0 12 2 " ]
El chjetive del presente trabajo fue integrar en E. coli no T it

fermentativa (MG16355 ApfiB, AadhE, AfrdA, AldhA) el
gen que codifica para la LDH (enzima esteroespecifica
para L-Lactato de Bacillus subfilis), bajo el control del
promotor native del gen Idhd y evaluar la produccion de
L-lactato en medio mineral.

Metodologia. La integracion cromosomal de idh de
B.subtilis en E. coli no fermentativa se llevd a cabo por el
método reportado en (2). La cepa lactogénica generada
(MG1655 ApfiB, AadhE, AfrdA, Aldh::ldhs:) se caracterizd
en mini-fermentaderes (200 mL) no aireados, en medio
mineral-40 g/L de glucesa, 37°C, 150 rpm controlandose
a pH de 7 por medic de la adicion de KOH 2N_ Mediante
HPLC se cuantificaron la glucosa y los productos de
fermentacion, y el LJactato se confirmé con el analizador
enzimatico esterecespecifico para L-lactato.

Resultados y dizscusion. Los resultados obtenidos con
el analizador bioguimico y por HPLC indican que la cepa
modificada es capaz de producir L-Lactato opticamente
puro a partir de glucosa, demostrando que la integracion
de Idh de B.subfilis es funcional. La cepa convierte el
95% de la glucosa en L-lactato con tan solo 1.5 gil de
células en 48 h (Fig.1), sdlo una minima fraccion (2 gil)
es transformada a acetato y succinato (datos no
mostrados). La cepa progenitora (E. coli MG1855)
cultivada en las mismas condiciones presenta una
velocidad de crecimiento de 0.42 h": mientras que la
cepa L-lactogénica crece a 0.29 h'', probablemente
debido a que la interrupcion en el gen que codifica para
la piruvato formato liasa (pfAB) disminuye la generacion
de Acetil-Cof y de ATP en la via de sintesis de acetato.
En la cepa obtenida se inactivaron los genes que
compiten por la disponibilidad del piruvato, por lo tanto la
unica via para regenerar NAD™ y mantener el equilibrio
redox es a través de la enzima heterdloga.

%‘% INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA, UNAM.

Fig. 1. Caracterizacidn de la cepa L-lactogénica en medio
mineral-glucosa 40 g/l en condiciones de fermentacion.

Loz lactobacilos presentan productividades volumétricas
enfre 1 y 4 g/l h de lactato en cultives lote en medios
ricos. En este trabajo el L-lactato se obtuvo dpticamente
puro con una productividad volumétrica de 1.33 g/l h
durante la fase de crecimiento. Trabajos previos (3) han
demeostrade gque es posible generar cepas de E. coli
productoras de L-lactato al reemplazar el gen idhA de
E.coli B con el gen idh Streptecocus bovis. Estos autores
obtuvieron un rendimiento de 061 guyscratof@siucoss ¥
una productividad volumétrica de 0.70 g/l h en medio
rico-glucosa. Esto demuestra que E.coli modificada es
una alternativa que permite competir con tecnologias
actuales de produccion de L-actato, pero empleando
condiciones y medios de cultivo simples.

Conclusiones. La cepa lactogénica es en términos
practicos homofermentativa y produce L-lactato a partir
de glucosa con rendimientos del 95% respecto al tedrico.
La presencia de acetato es atribuible a que la cepa esta
empleando vias altermas de generacion de acetil CoA y
acetato.

Agradecimiento Fondos COMACYT-SAGARPA-2004-
CD1-22 y UNAM: PAPIIT-DGAPA-IN220908.
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Asi mismo este trabajo se present6 en foro internacional:

Laura J. Leal-Reyes, Gerardo Huerta-Beristain, Guillermo Gosset Lagarda, Alfredo
Martinez Jiménez. L-LACTATE PRODUCTION USING METABOLICAL
ENGINEERED E. coli STRAIN. Society for Industrial Microbiology Annual Meeting
2009. Toronto, Ontario Canada. Julio 2009.

Westin Harbour Castle - Toronto, ON Canada
July 26 - 30, 2009

#
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SIM Annual Meeting and Exhibition
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L-LACTATE PRODUCTION USING METABOLICALLY ENGINEERED Escherichia coli

Lawra J. Leal-Reyes, Gerardo Huerta-Beristain, Guillermo Gosset, and Alfredo Martinez. Ingenieria Celular y Biocatalisis, Instituto de Biotecnologia
UNAM, av. Universidad 2001, Apdo. Postal 510-3, Cuemavaca, Morelos 62250, Cuemnavaca, Mexico

Key words: Escherichia coli, L-lactate, lactate dehydrogenase

Lactate is being used to obtain the renewable and biodegradable polymer called PoliLactic Acid
(PLA). PLA requires higher proportions of L-lactate to confer adequate physical and
biodegradation properties. Currently, lactate is produced mainly by Lactobacillus species
requiring complex media. Inexpensive media and simple conditions might be used with E. coli as
biocatalyst. Under fermentative conditions, E. coli produces a mixture of compounds including D-
lactate. The aim of this work was to engineer the E. coli metabolism to obtain a homolactic
strain, with L-lactate as main product. For this purpose, a D-lactate producing strain was
engineered using E coli MG1655 as the progenitor strain. Pathways that compete for carbon
availability were eliminated and the gene that codes for the L-lactic acid dehydrogenase gene
(IdhE) from B. subtilis was used to replace the D-IdhA native gene. Previous works, using
multicopy and inducible plasmids, had proven a cell toxicity effect when lactate dehydrogenase
genes from Bacillus species are over-expressed in E. coli. The resulting strain (MG1655 DpfiB,
DadhE, DfrdA, DIdhA::IdhE) was evaluated in non-aerated cultures using mineral medium
containing 40 g/L of glucose. This strain converts 95% of glucose in optically pure L-lactate in
48 h with only 1.4 g/L of cells with a productivity of 0.8 g/ L.h. Our single copy construction into
the E. coli chromosome showed very similar growth rates compared to the wild type strain,
demonstrating non toxic effects and reliability for the production of the L-isomer.

Web Page: 132.248.32.1/~alfredo/

FPDF file

See more of Poster Session 1
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See more of The Annual Meeting and Exhibition 2009 (July 26 - 30, 2003)
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