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RESUMEN 

 

Para reducir los costos de producción del etanol lignocelulósico, se requiere diseñar 

microorganismos con la capacidad de fermentar todos los azúcares presentes en la 

lignocelulosa (pentosas y hexosas) y secretar las enzimas necesarias para la hidrólisis de 

celulosa (celulasas y -glucosidasas). Esta idea se conoce como bioproceso consolidado 

(BPC) y tiene la ventaja de que la co-fermentación de azúcares, la producción de enzimas y 

la sacarificación de la celulosa se puede realizar en un solo reactor. La bacteria Escherichia 

coli es una candidata potencial para el BPC, ya que puede fermentar las pentosas y las 

hexosas, su metabolismo, su fisiología y su genética se conocen ampliamente, y existen 

muchas herramientas disponibles para su manipulación genética. Aunque E. coli no 

produce etanol como producto principal de fermentación, la ingeniería de vías metabólicas 

ha permitido el desarrollo de cepas homoetanologénicas como E. coli MS04 (E. coli 

MG1655: ΔpflB, ΔadhE, ΔfrdA, ΔxylFGH, ΔldhA, PpflB::pdcZm-adhBZm, Δreg 27.3 kb, 

gatC S184L, ΔmidarpA), diseñada en nuestro grupo de investigación. 

 A pesar de que E. coli fermenta una gama amplia de azúcares, es incapaz de 

fermentar celobiosa (dímero de glucosa producido durante la hidrólisis enzimática de la 

celulosa). En la presente tesis, se ancló en la membrana externa de la cepa etanologénica E. 

coli MS04, la -glucosidasa BglC de Thermobifida fusca, confiriéndole la capacidad de 

hidrolizar y fermentar celobiosa en etanol, evitando de esta manera el empleo de -

glucosidasas comerciales. El despliegue de BglC se logró utilizando las proteínas 

autotransportadoras AIDA-I y Ag43, pertenecientes al sistema de secreción tipo Va 

(SSTVa). La cepa MS04 que expresa en plásmido los sistemas AIDA-BglC o Ag43-BglC, 

logró fermentar 40 g/L de celobiosa como única fuente de carbono a etanol en medio 

mineral en 60 y 48 h respectivamente, con un rendimiento del 81 % respecto al máximo 

teórico. Un estudio de las proteínas de membrana externa de células tratadas con tripsina, 

analizadas por SDS-PAGE y Western-blot, permitió demostrar que BglC se ancla en la cara 

exterior de la membrana externa. BglC desplegada en las células con el sistema AIDA-I, 

mostró una actividad celobiasa de 173 U/gCDW, tuvo una actividad relativa del 93.3 % en 

presencia de 40 g/L de etanol y retuvo el 100 % de su actividad después de dos días de 

incubación a 37 °C con la misma concentración de etanol. Finalmente, se construyó un 
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sistema para secretar a BglC al medio exterior de MS04 utilizando la proteína 

autotransportadora EspP, permitiendo el crecimiento de esta cepa en 40 g/L de celobiosa 

como única fuente de carbono en medio mineral. Este trabajo muestra el potencial del 

SSTV y de BglC como herramientas para el desarrollo del BPC con E. coli. 
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ABSTRACT 

 

To reduce lignocellulosic ethanol production costs, it is necessary to construct strains 

capable of fermenting all the sugars present in lignocellulose (pentoses and hexoses), and of 

secreting the enzymes needed to hydrolyze cellulose (cellulases and -glucosidases). This 

idea is known as consolidated bioprocessing (CBP), and has the advantage that the co-

fermentation of sugars, enzyme production and cellulose saccharification can be performed 

in a single reactor. Escherichia coli is a good candidate for the CBP, since it ferments 

pentoses and hexoses, it is a well-known microorganism in its physiology, biochemistry 

and genetics, and a wide array of genetic tools are available to facilitate its genetic 

modification. Although E. coli does not produce ethanol as its main fermentation product, 

the  development of homoethanologenic strains in our research group, such as E. coli MS04 

(E. coli MG1655: ΔpflB, ΔadhE, ΔfrdA, ΔxylFGH, ΔldhA, PpflB::pdcZm-adhBZm, Δreg 27.3 

kb, gatC S184L, ΔmidarpA),  has been achieved with the help of metabolic engineering. 

 Although E. coli can ferment a broad range of sugars, it cannot hydrolyze cellobiose 

(glucose dimer produced during the enzymatic hydrolysis of cellulose). To avoid the use of 

comercial -glucosidases, in the present work, the Thermobifida fusca -glucosidase BglC 

was attached to the cell surface of E. coli MS04. BglC was displayed with the 

autotransporters AIDA-I and Ag43, which belong to the type V secretion system (TVSS). 

MS04 that had been transformed with a plasmid that carries the AIDA-BglC or Ag43-BglC 

secretion system, fermented 40 g/L cellobiose as the sole carbon source in mineral medium 

at 60 and 48 h, respectively, with an ethanol yield of 81 % of the theoretical maximum. 

When displayed on the cell surface with AIDA-I, BglC had a cellobiase activity of 173 

U/gCDW, showed  93.3 % relative activity in the presence of 40 g/L ethanol and retained 100 

% of its activity following 2 days of incubation at 37 °C with the same ethanol 

concentration. Finally, a secretion system with the autotransporter EspP was constructed. 

MS04 transformed with the EspP-BglC system, secreted BglC into the milieu, allowing the 

cell to grow in 40 g/L cellobiose as the sole carbon source in mineral medium. This study 

shows the potential of the TVSS and BglC as tools in the CBP with E. coli. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN GENERAL
1
 

 

Etanol carburante a partir de lignocelulosa, una alternativa renovable y 

amigable con el medio ambiente 

 

 

ctualmente, el mundo se está enfrentando al fin de la era del petróleo 

barato y de fácil acceso (18, 91, 92, 104); aún así, la demanda mundial 

por hidrocarburos sigue en aumento, sin tomar en cuenta que la 

producción global petrolera ya alcanzó su pico máximo (18, 91, 92, 104). Aunado a lo 

anterior, la contaminación asociado a la quema de combustibles fósiles ha causado un 

incremento en los gases de efecto invernadero como el CO2, el cual desde los inicios de la 

revolución industrial ha aumentado de forma exponencial (53, 54). Por tales razones, es 

imperativo desarrollar la ciencia y la tecnología para la producción de compuestos químicos 

sustitutos de derivados del petróleo a partir de fuentes renovables y amigables con el 

ambiente. Una opción es la transformación de azúcares, mediante procesos de 

fermentación, en compuestos químicos (metabolitos) que puedan reemplazar los 

petroquímicos (28). Un ejemplo es el alcohol etílico, ya que puede utilizarse como 

combustible en las máquinas de combustión interna actuales (2, 19, 42). De hecho, existen 

en el mercado mundial automóviles que pueden funcionar con gasolina, etanol o sus 

mezclas denominados "vehículos de combustible flexible", y en países como Brasil, sus 

ventas son mayores al 95% del total de automóviles (2, 19, 42). 

 La lignocelulosa es el polímero más abundante en la tierra y es un material rico en 

azúcares fermentables (19, 44, 145). Además, la transformación y el empleo de este 

biopolímero no compiten con la cadena de producción de alimentos (19, 20, 44, 124). Su 

                                                 
1
 La introducción general fue adaptada de un manuscrito de revisión sometido para su 

publicación que se muestra en el Anexo 2: 

Iván Muñoz-Gutiérrez and Alfredo Martinez. Polysaccharide Hydrolysis with Engineered 

Escherichia coli for the production of Bio-Commodities.  Journal of Industrial 

Microbiology and Biotechnology (2012) submitted Novembre 10, 2012. 

A 
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estructura consiste principalmente por tres grandes facciones: la celulosa, la hemicelulosa y 

la lignina (Figura 1.1 y 1.2) (20, 43). La celulosa, es un homopolímero de glucosa; la 

hemicelulosa, es un heteropolímero constituido de pentosas (xilosa y arabinosa) y hexosas 

(glucosa, manosa y galactosa); y la lignina es un heteropolímero de fenilpropanoides 

(Figura 1.2) (43, 112). 

 

Figura 1.1 
Composición de la 

lignocelulosa. Los 

promedios están dados 

en porcentaje del peso 

total. Xilosa, xil; 

arabinosa, ara; manosa, 

man; glucosa, glu; 

galactosa, gal. 

Diagrama tomado de: 

Jarboe et al. 2007 (57).  
 

 

 

Figura 1.2 Estructura de la 

lignocelulosa. Varias cadenas de 

celulosa se asocian con puentes 

de hidrógeno generándose 

estructuras cristalinas altamente 

ordenadas llamadas 

microfibrillas. La hemicelulosa 

se une a la superficie de las 

microfibrillas, cubriéndolas y 

evitando que tengan contacto 

directo las microfibrillas, dando 

flexibilidad al material. La 

lignina es el sello que encapsula 

a los polisacáridos. Diagrama 

tomado de: National Renewable 

Energy Laboratory, USA. 

http://www.nrel.gov/ 

 

 La lignocelulosa puede obtenerse a partir de residuos forestales (11, 85) y agrícolas 

(32, 78, 79), papel de reciclaje (136, 144), o incluso a partir de cultivos energéticos 

dedicados a la producción de lignocelulosa como algunos tipos de árboles (77, 140), pastos 
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de rápido crecimiento (37, 118) o plantas de agave (27, 73). Para liberar los azúcares 

fermentables de la lignocelulosa, la biomasa se somete primeramente a un pretratamiento 

cuya finalidad es romper el sello de lignina, solubilizar la fracción hemicelulósica y hacer 

la fracción celulósica más accesible a la digestión enzimática durante el proceso de 

sacarificación (90, 141). El pretratamiento puede ser físico, químico o una combinación de 

ambos, y éste determina en cierto grado la cantidad y la mezcla óptima de enzimas 

sacarolíticas requeridas en el siguiente paso (87, 90). Es importante mencionar que, aunque 

la hemicelulosa está constituida por pentosas y hexosas, su hidrólisis genera principalmente 

xilosa (32, 73, 78, 79, 93, 118, 140). También, existen algunos residuos agrícolas como la 

cáscara de los cítricos y las pulpas de la remolacha azucarera y de la manzana que son ricas 

en pectina, heteropolímero constituido principalmente de ácido galacturónico (29). 

 Después del pretratamiento, el material se exprime, se lava (removiendo el jarabe 

rico en pentosas) y se acondiciona para el proceso de sacarificación, donde la celulosa se 

digiere de forma sinergística mediante la acción de glucanasas que rompen los enlaces -

(14) de las cadenas. Estas enzimas se clasifican en endocelulasas, exocelulasas y -

glucosidasas y su mecanismo de acción se presenta en la Figura 1.3 (106, 128). Si durante 

el pretratamiento no se hidrolizó la fracción hemicelulósica y/o la pectina, el coctel 

enzimático tendrá que enriquecerse con enzimas accesorias como: xilanasas, β-xilosidasas, 

estereasas, arabinosidasas, pectinasas, etc. (10, 87). 

 Una de las mayores limitantes para la producción de etanol lignocelulósico es el 

costo de las enzimas empleadas durante la sacarificación (67, 101). A diferencia del 

almidón, que es un polisacárido de reserva con una estructura fácilmente hidrolizable, la 

lignocelulosa tiene una función estructural que otorga rigidez a las plantas, por lo que es 

más resistente a la hidrólisis (87). Si comparamos la cantidad de enzima en peso, se 

necesita de 40 a 100 veces más enzima para hidrolizar celulosa que almidón (87). Otra 

limitante importante de estas hidrolasas es la inhibición por producto, ya que por un lado, 

las endo y las exocelulasas se inhiben con celobiosa, mientras que por el otro, las -

glucosidasas se inhiben por glucosa (87, 121, 128). A nivel industrial, las celulasas y las -

glucosidasas se producen a partir de los hongos Trichoderma reesie y Aspergillus niger, 

respectívamente (87, 121, 128). 
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Figura 1.3 Hidrólisis 

enzimática de celulosa. La 

celulosa es un polisacárido 

insoluble en agua, por lo que las 

endo y exocelulasas poseen 

dominios de unión a celulosa 

que les permiten adsorberse 

sobre el polímero. Los enlaces 

glucosídicos internos son rotos 

por las endocelulasas, mientras 

que las exocelulasas hidrolizan 

de forma prosesiva a partir de 

los extremos liberando 

celobiosa (dímeros de glucosa), 

que ya es soluble en agua. Las 

β-glucosidasas hidrolizan 

celobiosa generando glucosa. 

  

 La hidrólisis de la lignocelulosa produce un espectro muy amplio de azúcares 

fermentables de 5 y 6 carbonos (Figura 1.1) (57, 112). Además, la biomasa rica en pectina 

produce ramnosa y ácido galacturónico (29). Aunque la fermentación se puede llevar a 

cabo con organismos naturalmente etanologénicos como Saccharomyces cerevisiae o 

Zymomonas mobilis, estos microorganismos carecen de la capacidad de fermentar las 

pentosas y el ácido galacturónico (4, 57), desperdiciándose la fracción hemicelulósica. 

Por otro lado, aunque Escherichia coli no tiene la capacidad de producir etanol 

como único producto de fermentación, tiene la habilidad de fermentar una gama muy 

amplia de azúcares que incluyen: pentosas, hexosas, ácidos urónicos y polioles (102). 

Además, las cepas de E. coli (no patógenas) que se usan ampliamente tanto a nivel 

industrial como de laboratorio, pueden crecer en medios minerales sin suplementos 

complejos (81). Aunque se sabe que muchos compuestos tóxicos formados durante el 

pretratamiento de la lignocelulosa pueden inhibir las fermentaciones con E. coli (40); 

actualmente se cuentan con cepas capaces de fermentar azúcares provenientes de biomasa 

pretratada, incluso en presencia de compuestos tóxicos como: el furfural, el 

hidroximetilfurfural y el acetato (34, 39). 

 Escherichia coli es un microorganismo que se utiliza ampliamente a escala 

industrial para la producción de compuestos biotecnológicos y que se conoce bien desde el 



Introducción General 
 

 
5 

punto de vista microbiológico, fisiológico y genético; además, existen muchas herramientas 

moleculares disponibles que facilitan su manipulación genética (24, 51, 102, 105). Por tales 

razones, E. coli ha sido modelo de estudio en la ingeniería de vías metabólicas (IVM) para 

la producción de compuestos químicos y combustibles que sustituyan los petroquímicos 

(34, 52, 103, 131, 132). En este sentido, nuestro grupo de investigación ha trabajado por 

varios años en la IVM de E. coli para la producción de etanol a partir de hidrolizados 

lignocelulósicos (34, 52, 80, 103). Actualmente, el laboratorio cuenta con la cepa 

etanologénica E. coli MS04 (E. coli MG1655: ΔpflB, ΔadhE, ΔfrdA, ΔxylFGH, ΔldhA, 

PpflB::pdcZm-adhBZm, Δreg 27.3 kb, gatC S184L, ΔmidarpA) desarrollada por Utrilla et al. 

(131, 132) y Fernández-Sandoval et al. (34), capaz de fermentar pentosas y hexosas de 

forma eficiente, y tolerar altas concentraciones de acetato (Figura 1.4). 

 

Figura 1.4 Vías fermentativas de E. 

coli MG1655 y E. coli MS04. Las 

vías nativas se muestran con líneas 

sólidas. La vía heteróloga para la 

producción de etanol se muestra con 

líneas interrumpidas. Los genes que 

codifican para las enzimas se 

indican en itálicas. El símbolo "X" 

indica genes eliminados para 

reducir la producción de productos 

secundarios. Alcohol 

deshidrogenasa, adhE; fumarato 

reductasa, frdA; lactato 

deshidrogrenasa, ldhA; piruvato 

formato liasa, pflB; 

fosfotransacetilasa, pta; acetato 

quinasa A, ackA; acetil Co-A 

sintetasa, acs; piruvato oxidasa, 

poxB; piruvato descarboxilasa de Z. 

mobilis, pdc; alcohol 

deshidrogenasa B de Z. mobilis, 

adhB. Diagrama adaptado de: 

Fernández-Sandoval et al. (34) y 

Utrilla et al. (132). 

 

Hacia el Bioproceso Consolidado 

Para reducir los costos y simplificar el proceso de producción de biocombustibles, se 

requiere de microorganismos con la capacidad de fermentar todos los azúcares presentes en 
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la lignocelulosa en el metabolito de interés y de secretar enzimas sacarolíticas; ésto 

permitiría realizar la producción de enzimas, la sacarificación y la co-fermentación de 

azúcares en un solo reactor (Figura 1.5). Adicionalmente, se eliminaría la inhibición 

enzimática por producto, ya que las células lo irían fermentando, por lo que las enzimas 

trabajarían a su máxima actividad (Figura 1.5) (75). Esta idea ha sido motivo de estudio 

desde 1936 por Veldhuis et al. (134), en un inicio fue denominada conversión microbiana 

directa (48), y posteriormente, renombrada bioproceso consolidado (BPC) por Lynd (76). 

Tomando ventaja de las características antes mencionadas de E. coli, esta bacteria es buena 

candidata para el BPC. 

 Debido a que las celulasas y β-glucosidasas comerciales son de origen fúngico y 

funcionan a pHs de 4.5-5 y a temperaturas de máxima hidrólisis de 50 ºC (87, 121, 128), es 

muy importante encontrar enzimas bacterianas que se adapten a las condiciones de E. coli 

para lograr el BPC, id est pH 7 y 37°C. De esta forma, tanto las enzimas como las células 

trabajarían a su máxima actividad. 

 

 
Figura 1.5 

Bioproceso 

consolidado. 

 
  

 Aunque E. coli puede fermentar una gama muy amplia de azúcares, no tiene la 

capacidad de fermentar polisacáridos ni algunos oligosacáridos como las celodextrinas y las 

xilodextrinas. Este hecho ha motivado el desarrollo de estrategias que le confieran a E. coli 

la capacidad de secretar enzimas sacarolíticas con la finalidad de producir metabolitos 

directamente de carbohidratos estructurales o de reserva, reduciendo la adición externa de 

enzimas sacarolíticas (93). La secreción de enzimas hidrolíticas tiene muchas ventajas: las 

enzimas tienen acceso libre a los sustratos insolubles como la celulosa y los oligosacáridos 

pueden hidrolizarse sin la necesidad de que crucen la envoltura celular (93). Si las enzimas 

se “inmovilizan” sobre la superficie celular, el biocatalizador puede ser más estable y 

recuperarse con las células para subsecuentes procesos de fermentación y/o de 
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sacarificación (93). Actualmente, el anclaje de enzimas sacarolíticas para la hidrólisis de 

sustratos no naturales de E. coli está adquiriendo mucha relevancia en la producción de 

algunos metabolitos; especialmente, la secreción de enzimas involucradas en la hidrólisis 

de polisacáridos de bajo costo (Tabla 1.1). 

 

Tabla 1.1 Despliegue de enzimas sacarolíticas en la superficie de E. coli y sus aplicaciones. 

Proteína Ancla Proteína(s) pasajera(s) Aplicación 

Lpp-OmpA de E. coli (36) 
Exoglucanasa de Cellulomonas 

fimi 
Hidrólisis de celulosa 

Blc de E. coli (129) 
β-glucosidasa de Thermobifida 

fusca 
Hidrólisis de celobiosa 

Blc de E. coli (123) β-glucosidasa de T. fusca 
Producción de isopropanol a 

partir de celobiosa 

AIDA-I de E. coli (94)
1
 β-glucosidasa de T. fusca 

Producción de etanol a partir 

de celobiosa 

INP de P. syringae (63) 
Carboximetilcelulasa de B. 

subtillis  

Hidrólisis de 

carboximetilcelulosa 

INP de P. syringae (65) 
Carboximetilcelulasa de B. 

subtillis 

Análisis de librerías de 

enzimas 

INP de P. syringae (74) 
Endoglucanasa de Clostridium 

phytofermentans 

Análisis de librerías de 

enzimas 

PgsA de B. subtilis (95) 
α-amilasa de Streptococcus 

bovis  

Hidrólisis de almidón de 

maíz 

PgsA de B. subtilis (115) 

Endocelulasa, exocelulasa y β-

glucosidasa de Clostridium 

cellulolyticum  

Producción de etanol a partir 

de celulosa de rastrojo de 

maíz 

PgsA de B. subtilis (23) Xilanasa de C. fimi  
Aumento en la estabilidad 

de la enzima 

1
Trabajado desarrollado en el presente proyecto 

Despliegue de Enzimas Sacarolíticas en la Superficie Celular 

El despliegue en la superficie celular se basa en el empleo de proteínas de membrana 

externa (PME) como acarreadoras; la proteína pasajera (la enzima a ser secretada) se 

fusiona por el amino- o el carboxilo terminal a la PME, y cuando la quimera llega al 

espacio periplásmico, la proteína pasajera se transloca a través de la membrana externa y se 
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mantiene anclada con la ayuda de la PME (Figura 1.6) (14, 93, 139). Existe una gran 

variedad de PMEs empleadas como acarreadoras para el despliegue de proteínas en E. coli. 

Algunas son propias de E. coli, como el sistema híbrido desarrollado por Francisco et al. 

(35) que consiste del péptido señal y de los primeros nueve aminoácidos de la Lipoproteína 

Lpp fusionada a cinco de las ocho asas transmembranales de la PME OmpA (figura 1.6A). 

Otras PME pertenecen a bacterias Gram negativas como la "ice nucleation protein" (INP) 

de Pseudomonas syringae (Figura 1.6B). Incluso, existen reportes de proteínas de bacterias 

Gram positivas que se pueden utilizar como acarreadoras en E. coli, tal es el caso de la poli-

γ-glutamato sintasa (PgsA) de Bacillus subtilis. Sin embargo, son pocos los reportes de 

anclaje de enzimas sacarolíticas en E. coli (93); y sólo tres reportes a la fecha (incluido el 

presente trabajo) demuestran el despliegue de enzimas sacarolíticas para producir 

metabolitos de interés a partir de la hidrólisis de carbohidratos no naturales de E. coli 

(Tabla 1.1). 

 

 

Figura 1.6 Ejemplos del 

despliegue de proteínas en la 

superficie celular. (A) Anclaje 

de una enzima heteróloga por 

su N-terminal utilizando el 

sistema híbrido Lpp-OmpA 

(35). (B) Anclaje de una 

enzima heteróloga por su N-

terminal utilizando la INP 

(63). El dominio interno de 

repetidas puede modularse en 

tamaño o removerse. ME, 

membrana externa; EP, 

espacio periplásmico; aa, 

aminoácidos; OmpA, proteína 

de membrana externa A; Lpp, 

lipoproteína; INP, "ice 

nucleation protein".  

Despliegue de Proteínas Utilizando el Sistema de Proteínas 

Autotransportadoras 

En las bacterias Gram negativas se han descrito siete sistemas diferentes que les permiten 

secretar proteínas, ayudándolas a cruzar las membranas interna y externa (41, 50). De éstos, 

el sistema de secreción tipo II (SSTII) se ha utilizado para la secreción de enzimas 
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sacarolíticas en E. coli (30, 46, 146). Sin embargo, el SSTII es una estructura muy 

compleja, que consiste de 12 a 15 proteínas diferentes, que cruzan la membrana interna y 

externa (68). Además, aunque el SSTII está muy conservado, posee una alta especificidad 

por sus proteínas blanco, ya que discrimina entre proteínas de especies muy cercanas como 

Erwinia chrysanthemi y Erwinia carotovora (46), por lo que hace complicada la secreción 

de proteínas heterólogas (hidrolasas) en E. coli. 

 El sistema de secreción tipo Va (SSTVa), también conocido como el sistema de las 

proteínas autotransportadoras, es considerado el sistema de secreción más sencillo (9, 26, 

71, 114), lo que ha permitido emplearlo para la secreción de proteínas heterólogas (60, 

114). Toda la información requerida para la secreción en el SSTVa está contenida en un 

solo gen que codifica para una pre-proteína multidominio que contiene un péptido señal 

(PS) en el N-terminal, una proteína pasajera en el centro, y una unidad de translocación 

(UT) en el C-terminal (Figura 1.7A) (26, 71, 114). A la vez, la proteína pasajera posee una 

autochaperona en el C-terminal (12, 100, 107, 125); y la UT está formada por un conector 

en el N-terminal y un barril-β en el C-terminal (Figura 7A) (26, 71, 114). En la Figura 1.7B 

se esquematiza el mecanismo de secreción y se observa que el PS conduce a la pre-proteína 

al espacio periplásmico a través del sistema Sec, en donde una peptidasa señal remueve el 

péptido señal (26, 71, 114). Posteriormente, el barril-β de la UT se embebe en la membrana 

externa y la proteína pasajera se transloca a través de la membrana externa mediante la UT 

(26, 71, 114). Finalmente, el conector ancla a la proteína pasajera a la superficie celular 

(Figura 1.7B) (26, 71, 114). Sin embargo, algunas proteínas pasajeras se procesan 

proteolícamente después de translocadarse, ya sea por sitios de autoproteólisis (5, 22, 47) o 

por proteasas de membrana externa (31). Aunque, dentro de éstas, algunas permanecen 

unidas a la UT por interacciones no covalentes después de ser procesadas (16, 21). Para 

poder desplegar una proteína de interés sirviéndose del sistema de proteínas 

autotransportadoras, se necesita reemplazar la región que codifica para la proteína pasajero 

endógena por la proteína heteróloga (60, 61). 
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Figura 1.7 Secreción de proteínas autotransportadoras. (A) Estructura de la pre-

proteína multidominio. (B) Mecanismo del anclaje de una proteína pasajera del 

SSTVa. Péptido señal, PS; unidad de translocación, UT; membrana externa, ME; 

espacio periplásmico, EP; membrana interna, MI. 

 

Alcance de la Tesis 

Las β-glucosidasas tienen un papel muy importante durante la sacarificación de celulosa, ya 

que al hidrolizar la celobiosa producida durante la hidrólisis de celulosa, elimina la 

inhibición por producto que ejerce este compuesto a las celulasas (3, 87, 121, 128). 

Además, dado que a nivel industrial el hongo T. reesie produce bajos títulos de β-

glucosidasas, los cocteles enzimáticos tienen que enriquecerse con β-glucosidasas de A. 

niger (3, 87, 121, 128). Por lo tanto, como un primer acercamiento hacia el BPC, en el 

presente proyecto se propuso la secreción de una β-glucosidasa en la cepa etanologénica E. 

coli MS04 utilizando el sistema de las proteínas autotransportadoras. De esta forma, se 

confirió la capacidad a E. coli MS04 de fermentar la celobiosa en etanol. 
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CAPÍTULO 2 

 

DESPLIEGUE DE LA β-glucosidasa BglC DE T. fusca 

EN LA SUPERFICIE DE LA CEPA 

ETANOLOGÉNICA E. coli MS04 UTILIZANDO EL 

SISTEMA AIDA-I
1
 

 

Introducción 

 

 

a adhesina involucrada en la adherencia difusa de E. coli diarreogénica 

("adhesin involved in diffuse adherence", AIDA-I) (7, 8), es una de las 

proteínas autotransportadoras más estudiadas y utilizadas para anclar 

proteínas heterólogas y homólogas en la superficie celular (60, 61). Después de su 

descripción por Benz y Schmidt (7, 8), el grupo del Profesor Thomas F. Meyer (que 

también describió la primera proteína autotransportadora, la proteasa de la inmunoglobulina 

A1 de Neisseria gonorrhoeae (108)) estudió el tamaño mínimo de la UT de AIDA-I, para la 

secreción de una proteína pasajera heteróloga (82, 83). A partir de esos trabajos pioneros, 

AIDA-I se ha utilizado para el despliegue de proteínas de importancia biotecnológica como 

los que se muestran en la Tabla 2.1. 

 Debido a que AIDA-I se ha utilizado ampliamente para el anclaje de proteínas 

heterólogas en E. coli (Tabla 2.1) (60, 61), fue seleccionada como proteína 

autotransportadora modelo en el presente proyecto. La β-glucosidasa seleccionada fue BglC 

de Thermobifida fusca (anteriormente nombrada Thermomospora fusca), ya que ha sido 

expresada de forma funcional en E. coli y sus características cinéticas se ajustan a las 

                                                 
1
 Parte de los resultados del presente capítulo fueron publicados en la referencia que se da a 

continuación y se muestra en el Anexo 1: 

Muñoz-Gutiérrez I, Oropeza R, Gosset G, Martinez A (2012) Cell surface display of a β-

glucosidase employing the type V secretion system on ethanologenic Escherichia coli for 

the fermentation of cellobiose to ethanol. J Ind Microbiol Biotechnol 39(8):1141-1152. 

L 
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condiciones de crecimiento de E. coli, id est, pH 7 y 37°C (126). Además, BglC no es 

inhibida por glucosa (33, 126), es una β-glucosidasa monomérica (126) y tiene un peso 

molecular (PM) de 53 kDa (126)) que se ajusta a los PMs de las proteínas secretadas con el 

sistema AIDA-I (61). Finalmente, BlgC es una enzima citoplasmática que no forma puentes 

disulfuro, punto muy importante, ya que se ha reportado que la formación de puentes 

disulfuro en el espacio periplásmico interfiere con la secreción de proteínas heterólogas del 

sistema AIDA-I (61). 

 

Tabla 2.1 Despliegue de proteínas heterólogas y homólogas en la superficie 

de E. coli utilizando el sistema AIDA-I. 

Proteína Origen Fuente 

Subunidad B de la toxina del cólera Vibrio cholerae (82)  

β-lactamasa ------------------- (70)  

Adrenodoxina bovina Bovino (59)  

Esterasa Burkholderia gladioli  (119)  

Sorbitol deshidrogenasa Rhodobacter sphaeroides  (62)  

Organofosforo hidrolasa Moraxella sp. (72)  

Proteína de unión a maltosa E. coli (113) 

Proteína SefA Salmonella enteritidis (97) 

β-glucosidasa T. fusca (94)
1 

1
Trabajado desarrollado en el presente proyecto 

 

Objetivo General 

Anclar a BglC en la superficie de la cepa etanologénica E. coli MS04 utilizando el sistema 

AIDA-I para hidrolizar y fermentar la celobiosa a etanol. 

 

Objetivos Particulares 

1. Determinar el efecto del etanol y acetato sobre la actividad de BglC soluble. 

2. Construir el sistema de secreción AIDA-BglC. 

3. Transformar la cepa MS04 etanologénica con el sistema AIDA-BglC y demostrar el 

anclaje de BglC en la superficie celular. 
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4. Caracterizar cinéticamente la cepa MS04 que expresa el sistema AIDA-BglC en 

medio mineral y utilizando celobiosa como única fuente de carbono. 

5. Determinar la actividad de BglC anclada durante las fermentaciones. 

6. Determinar la estabilidad de BglC anclada en presencia de etanol. 

 

 El presente capítulo está divido en dos secciones, en la primera se presenta el primer 

objetivo particular con sus respectivos materiales, métodos, resultados y discusión. En la 

segunda, se discuten de forma resumida los objetivos particulares restantes, ya que, los 

materiales, métodos, resultados y discusión de estos objetivos, se describen in extenso con 

la presentación en el Anexo 1 del manuscrito publicado en el "Journal of Industrial 

Microbiology and Biotechnology". 

  

Primera Sección 

 

Efecto del Etanol y Acetato Sobre la Actividad de BglC Soluble 

Además de requerir una -glucosidasa que sea compatible con el sistema de secreción 

AIDA-I y las condiciones de crecimiento de E. coli, se necesita una enzima compatible con 

las condiciones que se encuentran durante la fermentación, siendo el etanol un posible 

inhibidor de su actividad enzimática. En el caso particular de los hidrolizados 

lignocelulósicos, las concentraciones altas de algunos compuestos formados durante el 

pretratamiento, como el acetato, también pueden causar inhibición enzimática si los 

hidrolizados son utilizados directamente en la fermentación (78, 79). Finalmente, es 

importante mencionar que la cepa etanologénica E. coli MS04 requiere de 2 g/L de acetato 

para su crecimiento (34). Por lo tanto, es importante conocer el desempeño de BglC en 

presencia de estos compuestos. 

 

Materiales y Métodos 

Para la producción de BglC soluble se utilizaron células de E. coli BL21 (F– ompT 

hsdSB(rB–, mB–) gal dcm (DE3)) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) transformadas con el 

plásmido pNS6 que tiene clonado el gen bglC de T. fusca (49). El plásmido pNS6 (donado 

por el Prof. Dr. Wilson de la Universidad Cornell, NY, USA) es un derivado del plásmido 
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de expresión pET-26b(+) (Novagen, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), cuya expresión 

se induce con isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG). Este plásmido fue construido 

por Spiridonov y Wilson (49). 

 Una alícuota de células competentes de E. coli BL21 (50 µL) se transformó por 

electroporación (116) con 2 µL de plásmido pNS6 (1-2 ng/µL) y se recuperaron en 1 mL de 

medio SOC (116) por 1 h a 37 °C y 300 rpm. Posteriormente, las células se sembraron en 

medio Luria (Luria Broth, LB) con agar (1.5%) (116) más kanamicina (30 g/mL) y se 

incubaron a 37 °C hasta observar colonias. A continuación, se tomaron tres colonias con un 

asa bacteriológica y se sembraron en 50 mL de medio LB kanamicina (30 g/mL) y se 

dejaron crecer por 12 h a 37 ºC y 300 rpm. Después, los 50 mL se inocularon en 950 mL de 

LB kanamicina (30 g/mL) a 37 ºC y 300 rpm, permitiendo que las células alcanzaran una 

densidad óptica a 600 nm de longitud de onda (DO600) de 0.5. En seguida, las células se 

indujeron con 0.5 mM de IPTG (Sigma, St. Louis, MO, USA) a 20 ºC hasta que alcanzaron 

una DO600 de entre 1.5 y 2. Las células se recuperaron por centrifugación durante 10 min a 

4 ºC y 4,000×g. El pellet se lavó dos veces con una solución amortiguadora de fosfatos 50 

mM pH 7 y se recuperó en 4 mL de solución amortiguadora. A continuación, las células se 

prensaron a 900 psi con una prensa francesa para lograr la extracción de la enzima. 

Finalmente, los restos celulares se separaron por centrifugación durante 30 min a 4ºC y 

13,400×g. 

 La actividad de BglC se midió a 37 °C utilizando celobiosa (10 mM, Sigma) en 

solución amortiguadora fosfatos 50 mM pH 7. Para observar el efecto del etanol en la 

actividad celobiasa, se midió la actividad en presencia de etanol, variando la concentración 

de éste entre 0 y 100 g/L (J.T. Baker, Avantor Performance Materials, Phillipsburg, NJ, 

USA). Para estudiar el efecto del acetato en la actividad celobiasa, se midió la actividad en 

presencia de acetato de sodio (J.T. Baker), variando su concentración entre 0 y 10 g/L. Las 

reacciones se realizaron en tubos de ensaye con un volumen de reacción de 2 mL que se 

atemperó durante 5 min a 37 °C. Las reacciones se iniciaron adicionando 0.15 U por mL de 

reacción y se siguieron tomando 200 µL de muestra a intervalos de tiempo regulares. Para 

inactivar la enzima, las muestras se colocaron en baño María por 5 min. La glucosa liberada 

se midió con un analizador enzimático (Modelo 2700, YSI Inc., Yellow Springs, OH, 

USA).  Bajo las condiciones de reacción establecidas anteriormente, se encontró 
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experimentalmente que el extracto enzimático de BglC tenía una actividad celobiasa de 130 

U/mL. 

 

Resultados y Discusión 

Para estudiar el efecto del etanol en la actividad celobiasa se seleccionó una concentración 

de 100 g/L como límite superior, ya que se sabe que a esta concentración el crecimiento de 

E. coli se inhibe totalmente (142, 143), aunque el objetivo tecnológico con hidrolizados 

lignocelulósicos es obtener valores por arriba de 35 g/L (4, 38). También cabe mencionar 

que se han realizado fermentaciones donde MS04 produce cerca de 25 g/L de etanol con 

glucosa (34). En la Figura 2.1A se muestra la gráfica a diferentes concentraciones de etanol 

contra la actividad, en la que los valores se normalizaron tomando la actividad sin etanol 

como 100 %. En la gráfica se observa que hasta 50 g/L de etanol no se presenta una 

disminución en la actividad relativa de BglC. Es sólo después de esta concentración que 

hay una disminución, llegándose a tener un 70 % de actividad a 100 g/L del alcohol. Por 

otro lado, entre los 10 y 20 g/L de etanol la enzima presenta una activación. Este fenómeno 

de activación también se ha observado con -glucosidasas de Monascus purpureus, 

Melanocarpus. sp y Pichia anomala (25, 64, 127). 

 

  

Figura 2.1 Efecto de etanol (A) y acetato (B) sobre la actividad de BglC soluble. Las 

reacciones se realizaron por duplicado. 

 

 El acetato es el compuesto inhibitorio que se encuentra en mayor concentración en 

materiales lignocelulósicos pretratados con ácido diluido y que puede alcanzar 

concentraciones por arriba de 10 g/L (78, 79). En la Figura 2.1B se muestra la gráfica del 
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barrido de acetato contra la actividad, en la que los valores se normalizaron tomando la 

actividad sin acetato como 100%. En la gráfica se observa que la actividad enzimática no se 

ve afectada por ninguna de las concentraciones de acetato utilizadas. 

 Estos resultados muestran que BglC tiene potencial para utilizarse en sacarificación 

y fermentación simultanea (SFS) con E. coli MS04. Cuando menos a las condiciones que se 

planearon para el presente trabajo, donde se esperaba producir cerca de 20 g/L de etanol y 

se requería añadir 2 g/L de acetato de sodio al medio de cultivo. 

 

Segunda Sección 

 

Construcción del sistema de secreción AIDA-BglC 

Para modular la secreción de BglC con el sistema AIDA-I, se decidió utilizar el vector 

pTrc99A que posee el promotor trc inducible por IPTG (1). El sitio de clonación múltiple 

posee el sitio NcoI (CCATGG) para clonar la región 5'. Sin embargo, el nucleótido G 

localizado después del ATG, modifica el codón del segundo aminoácido de PS de AIDA-I 

(5' ATG ATT AAA...). Debido a que las secuencias de los PSs son blancos muy 

importantes durante el transporte de proteínas al espacio periplásmico, se necesita mantener 

la secuencia intacta. Por lo tanto, el sitio NcoI se sustituyó por NdeI (CATATG) mediante 

mutagénesis sitio dirigida. Posteriormente, el sitio NdeI que se localiza en la posición 2699 

en pTrc99A se eliminó con una mutación sitio dirigida, dando origen al plásmido derivado 

pTrc99A2. 

 La amplificación del PS y la UT de AIDA-I se realizaron mediante la reacción en 

cadena de la polimerasa ("polymerase chain reaction", PCR) utilizando el plásmido pJM7 

como templado (plásmido donado por el Prof. Thomas F. Meyer del Instituto Max Planck, 

Berlín, Alemania) (82). Para la amplificación del gen bglC se utilizó el plásmido pNS6 

(126) como templado. Después de las amplificaciones por PCR, cada dominio se clonó en 

forma secuencial en el pTrc99A2 obteniéndose el plásmido derivado pAIDABglC. 

Adicionalmente se construyó una versión de pAIDABglC con una etiqueta de histidinas 

entre bglC y la UT, que se utilizó para rastrear la traducción de este gen a través de 

"Western blot". La Figura 2.2 describe las proteínas quiméricas y los sitios de restricción 
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importantes utilizados durante la construcción de ambos plásmidos. El peso molecular 

calculado para la proteína quimérica sin el PS es de 103 kDa, por lo que se nombró P103. 

 

 
Figura 2.2 Estructura del sistema AIDA-BglC. Las fronteras entre cada dominio se 

muestran como secuencias y están indicadas con las flechas horizontales. Los sitios de 

restricción empleados durante la construcción de los plásmidos están subrayados. El sitio 

de corte para la proteasa OmpT y para la peptidasa señal están indicados con flechas 

verticales. SP, péptido señal; BglC, β-glucosidasa de T. fusca; TU, unidad de 

translocación. 

 

Demostración de que el sistema AIDA-I ancla en la superficie celular a 

BglC 

Para demostrar que BglC se expone sobre la superficie de la membrana externa, las células 

completas de MS04 que expresan pAIDABglCRHis se trataron con tripsina del siguiente 
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modo: después de crecerse en LB e inducirse con 10 µM de IPTG, las células se sometieron 

a un tratamiento con tripsina para "rasurar" las proteínas expuestas en la superficie, y 

posteriormente, las PME se purificaron. Como control negativo se emplearon células 

transformadas con pTrc99A2. 

 La Figura 2.3A muestra un gel de poliacrilamida con las PMEs purificadas de 

células tratadas y sin tratar con tripsina. A diferencia del control negativo, las células que 

expresan el sistema AIDA-BglC muestran una banda al nivel de los 100 kDa, sin embargo, 

cuando las células se trataron con tripsina, la banda P103 desapareció, demostrando así que 

P103 está expuesta en la cara exterior de la membrana externa. Finalmente, las PME se 

transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se probaron con un anticuerpo anti-His, 

que revelaron una señal correspondiente a la proteína P103 (Figura 2.3B). Las bandas 

observadas en la Figura 2.3A al nivel del marcador molecular de 35 kDa corresponden a las 

PME OmpF y OmpA. La PME OmpC, que migra junto a OmpF, no se indica en la figura, 

ya que durante la evolución de la cepa MS04, se perdió una región cromosomal que 

contenía el gen ompC (34). 

 

 

Figura 2.3 Análisis del tratamiento con tripsina de E. coli MS04 transformada con 

pAIDABglCRHis. (A) SDS-PAGE y (B) Western-blot que muestran la accesibilidad de 

BglC anclada en la membrana externa a la tripsina. P103 es el producto de la expresión 

del plásmido pAIDABglCRHis y representa la suma de la UT de AIDA-I más BglC. El 

plásmido pTrc99A fue utilizado como control negativo. El símbolo menos en la línea 

de pAIDABglCRHis, representa proteínas de cultivos realizados con MS04/pTrc99A. 
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 La proteína OmpA tiene un sitio susceptible a la hidrólisis por tripsina expuesto en 

el periplasma. Este sitio puede utilizarse para evaluar la integridad de la membrana externa 

durante el despliegue de proteínas (70, 82). Si la membrana externa se daña por el anclaje 

de una proteína, la tripsina puede penetrar al periplasma e hidrolizar OmpA. Una 

comparación de las PME purificadas después del tratamiento con tripsina (Figura 2.3A) no 

revela ningún cambio en OmpA, lo que prueba que el despliegue de BglC no afectó la 

integridad del recubrimiento celular. 

 

Fermentación de celobiosa con E. coli MS04 que expresa el sistema 

AIDA-BglC 

Para probar que BglC anclada en MS04 es funcional, y que la introducción de la etiqueta de 

histidinas no afecta sus propiedades enzimáticas, se realizaron fermentaciones con 

celobiosa (40 g/L) como única fuente de carbono. Los cultivos se llevaron a cabo en mini-

fermentadores tipo "Fleaker" (6), con 200 mL de medio mineral AM1 (81), sin aireación, a 

pH 7, 37°C y a 150 rpm. El pH se mantuvo constante mediante la adición automática de 

KOH 2 N. Los inóculos se prepararon con celobiosa a 20 g/L. La inducción del sistema de 

secreción se realizó desde el tiempo cero con 10 µM de IPTG, tanto en los inóculos como 

en las cinéticas. 

 La Figura 2.4A muestra el crecimiento celular, el consumo de celobiosa y la 

producción de etanol durante las fermentaciones con MS04/pAIDABglC o con 

MS04/pAIDABglCRHis. La velocidad específica de crecimiento específica (µ), el 

rendimiento de etanol y la biomasa máxima alcanzada se muestran en la Tabla 2.2. Como 

se puede observar en la Figura 2.4A, E. coli MS04 transformada con cualquiera de los 

plásmidos mostró cinéticas muy parecidas, con una µ de 0.121-0.127 h
-1

 (Tabla 2.2). 

Ambos cultivos alcanzaron masas celulares parecidas, consumieron la celobiosa al mismo 

tiempo y produjeron títulos de alcohol etílico semejantes (Figura 2.4A; Tabla 2.2). Estos 

resultados prueban que el sistema AIDA-I permite el despliegue de BglC en forma activa, y 

por lo tanto, la E. coli MS04/pAIDABglC o la MS04/pAIDABglCRHis pueden fermentar 

la celobiosa en etanol. 
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Figura 2.4 (A) Cinéticas 

de fermentación de 

celobiosa con 

MS04/pAIDABglC 

(símbolos vacios) y 

MS04/pAIDABglCRHis 

(símbolos llenos). (B) 

Cinética de fermentación 

de una mezcla celobiosa y 

glucosa con 

MS04/pAIDABglCRHis. 

Cultivos realizados al 

menos por triplicado. 

 

 
 

 

Tabla 2.2 Parámetros cinéticos y de crecimiento de E. coli MS04 y derivados. 

Plásmido 
Fuente de 

carbono 
µ (h

-1
) 

Rendimiento de etanol 

(% del máximo teórico) 

Masa celular
1 

(g CDW / L) 

Sin plásmido Glucosa 0.306 (0.003) 93 (1.6) 1.87 (0.17) 

pTrc99A2 Glucosa 0.265 (0.006) 84 (1.9) 1.47 (0.21) 

pAIDABglCRHis Glucosa 0.159 (0.012) 82 (1.4) 0.93 (0.41) 

pAIDABglCRHis 
Glucosa y 

celobiosa 
0.167 (0.004) 80 (0.8) 1.28 (0.11) 

pAIDABglCRHis Celobiosa 0.121 (0.004) 81 (1.2) 1.14 (0.02) 

pAIDABglC Celobiosa 0.127 (0.011) 84 (1.8) 1.02 (0.16) 

Los valores en paréntesis indican desviación estándar de resultados realizados al menos por 

triplicado. 
1
Masa celular obtenida al inicio de la fase estacionaria. 
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 El primer intento para producir etanol a partir de celobiosa empleando una cepa de 

E. coli etanologénica (E. coli KO11) lo realizaron Moniruzzaman et al. en 1997 (89). Por 

medio de la expresión del operón casAB (sistema PTS que codifica para una Enzima 

II
celobiosa

 y una fosfo-β-glucosidasa) en un plásmido, la cepa E. coli KO11 fermentó 90 g/L 

de celobiosa y alcanzó 45.5 g/L de etanol con un rendimiento mayor al 94% (89). Aunque 

en el presente estudio se obtuvo un rendimiento del 84% al fermentar celobiosa (Tabla 2.2), 

se utilizó un medio mineral sencillo en lugar de un medio rico (LB) como el empleado por 

Moniruzzaman et al. (89). En nuestro trabajo elegimos utilizar medio mineral simple puesto 

que la utilización de medios ricos incrementa los costos de producción. 

 Después del reporte de Moniruzzaman et al. (89), pasaron 14 años para que 

aparecieran nuevas publicaciones con estrategias para lograr que E. coli metabolizara 

celobiosa. En el año 2011, Vinuselvi y Lee (135) introdujeron un promotor constitutivo en 

los operones crípticos chb y asc de E. coli MG1655 y la cepa se adaptó al crecimiento en 

celobiosa. La nueva cepa, CP12CHBASC30, fue capaz de crecer en condiciones aeróbicas 

utilizando celobiosa (4 g/L) en medio mineral, consumiendo 3 g/L y alcanzando una DO600 

de 1.7 en 24 h. En el mismo año, Tanaka et al. (129) mostró el potencial de la β-glucosidasa 

BglC de T. fusca para metabolizar celobiosa en E. coli. La β-glucosidasa se desplegó en la 

superficie de la cepa JCM20137 utilizando la lipoproteína de membrana externa Blc como 

ancla, permitiendo que las células crecieran en medio mineral con celobiosa (2 g/L) en 

condiciones aeróbicas alcanzando una DO600 de 1 en 20 h. 

 Los resultados del presente estudio se publicaron en 2012, y a diferencia de los 

reportes de Vinuselvi y Lee (135) y Tanaka et al. (129), donde sólo lograron el crecimiento 

de E. coli en celobiosa, en nuestro trabajo se logró la fermentación de 40 g/L de celobiosa 

en etanol utilizando una cepa que fue previamente diseñada por IVM para la producción de 

etanol como único producto (34). En nuestro conocimiento, éste es el primer reporte que 

muestra la fermentación de celobiosa a etanol en medio mineral simple utilizando una cepa 

etanologénica de E. coli. Además, este estudio demuestra que BglC es compatible con las 

condiciones de crecimiento de E. coli, al igual que lo reportado por Tanaka et al. (129), y se 

muestra el gran potencial del SSTV (AIDA-I) como herramienta para la secreción de 

despolimerasas en el área de la producción de biocombustibles lignocelulósicos. 
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 Es importante mencionar que prácticamente al mismo tiempo que se publicaron los 

resultados del presente trabajo, se publicó el trabajo de Soma et al. (123) donde producen 

isopropanol (4 g/L) a partir de celobiosa (48 g/L) en un medio mineral con extracto de 

levadura utilizando una cepa de E. coli diseñada por IVM. Para hidrolizar la celobiosa, 

Soma et al. (123) utilizaron la construcción desarrollada por Tanaka et al. (129), 

desplegando en la superficie de E. coli la β-glucosidasa BglC de T. fusca con la 

lipoproteína de membrana externa Blc. 

 

Co-fermentación de celobiosa y glucosa con E. coli MS04 que expresa el 

sistema AIDA-BglC 

Es bien conocido que las β-glucosidasa comerciales, incluyendo las ampliamente utilizadas 

de A. niger, se inhiben fuertemente por glucosa (3). Sin embargo, la β-glucosidasa BglC de 

T. fusca no presenta inhibición por glucosa (126) por lo que se puede utilizar, por ejemplo, 

en procesos de pre-sacarificación y de la subsecuente SFS; es decir, la glucosa liberada 

durante la etapa de presacarificación no inhibirá a BglC anclada en MS04, permitiendo la 

hidrólisis de la celobiosa liberada por las celulasas durante la SFS y eliminando la 

inhibición por celobiosa a las celulasas. Para estudiar el desempeño de BglC anclada 

utilizando una mezcla de celobiosa y glucosa, se realizaron fermentaciones con 20 g/L de 

cada carbohidrato. 

 El crecimiento celular de MS04/pAIDABglCRHis, el consumo de celobiosa y de 

glucosa, y la producción de etanol durante la fermentación de la mezcla de azúcares se 

muestran en la Figura 2.4B. Se puede observar que BglC hidroliza la celobiosa y permite la 

co-fermentación de ambos azúcares en 48 h. Aunque la glucosa se consumió de forma 

preferente durante las primeras 18 h, posteriormente, la velocidad de consumo de celobiosa 

se incrementó superando la de la glucosa. Este fenómeno puede deberse a que se alcanzó 

una masa celular con actividad -glucosidasa suficiente para que la hidrólisis de celobiosa 

se acelerara. La µ, el rendimiento de etanol y la máxima biomasa alcanzada se muestra en 

la Tabla 2.2. Las células MS04/pAIDABglCRHis creciendo en la mezcla de azúcares se 

terminaron ambas fuentes de carbono 12 h antes que las células creciendo en celobiosa 

(Figura 2.4) y mostraron una µ 40% mayor debido a la presencia de glucosa en la mezcla. 
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Estudio de la carga metabólica por plásmido 

La síntesis y mantenimiento de un plásmido en ocasiones impone una carga metabólica a 

las células (80). Para verificar si la introducción de la construcción para la secreción de 

BglC estaba afectando el crecimiento de MS04, se realizaron fermentaciones en glucosa 

(40 g/L) sin plásmido, con el plásmido vacío (pTrc99A2) o con pAIDABglCRHis.  Con los 

datos del cultivo de MS04/pAIDABglCRHis en celobiosa como comparación, la Figura 2.5 

muestra el crecimiento celular, el consumo de la fuente de carbono y la producción de 

etanol durante la fermentación. La Tabla 2.2 muestra la µ, el rendimiento de etanol y la 

máxima masa celular alcanzada durante los cultivos. 

 

 
Figura 2.5 Cinética de fermentación de glucosa con MS04 transformada con el plásmido 

pTrc99A2, pAIDABglCRHis o sin plásmido. (A) Formación de masa celular, (B) consumo 

de la fuente de carbono y (C) producción de etanol. Los datos del cultivo de 

MS04/pAIDABglCRHis en celobiosa se incluyeron por comparación. Cultivos realizados 

al menos por triplicado. 
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 Como se esperaba, las células sin plásmido presentaron el mejor desempeño 

mostrando la mayor µ (0.3 h
-1

, Tabla 2.2), la mayor velocidad de consumo de fuente de 

carbono (acabándose la glucosa en 24 h, Figura 2.5B) y el mejor rendimiento de producción 

de etanol (93% respecto al máximo teórico, Tabla 2.2). Las células transformadas con el 

plásmido pTrc99A tuvieron una reducción de su µ y rendimiento del 13 y 10%, 

respectivamente, y requirieron 18 horas más para acabarse la glucosa al compararse con 

MS04 sin plásmido (Tabla 2.2, Figura 2.5B). Para el caso de las células transformadas con 

pAIDABglCRHis en glucosa o celobiosa, necesitaron 2 días más para consumir su fuente 

de carbono al compararse con MS04 sin plásmido, y al igual que MS04/pTrc99A2, tuvieron 

rendimientos menores al 85% (Tabla 2.2). Estos datos muestran que el decremento en la µ 

y el rendimiento observados con las células que expresan el sistema AIDA-BglC, no se 

puede adjudicar totalmente a la expresión y actividad de BglC, sino también a la carga 

metabólica que impone la presencia de plásmido como ya ha sido reportado. Por ejemplo, 

Martínez et al. (80) observaron que la adición del plásmido pUC19 a la cepa etanologénica 

E. coli LY01 redujo su velocidad de crecimiento y disminuyó su rendimiento en un 50% 

respecto a la cepa sin plásmido. 

 

Medición de la actividad de BglC anclada en la superficie de MS04 

La actividad de BglC anclada en las células se midió durante las fermentaciones de MS04 

transformada con pAIDABglC o pAIDABglCRHis. Las células se cosecharon cuando 

alcanzaron una DO600 de 1 (0.37 gCDW/l) y su actividad se midió utilizando p-nitrofenil-β-

D-glucopiranosido ("p-Nitrophenyl β-D-glucopyranoside", pNPG, Sigma) y celobiosa 

como sustrato. Los parámetros cinéticos obtenidos se muestran en la Tabla 2.3. Las células 

transformadas con cualquiera de los plásmidos no mostraron diferencias significativas en la 

actividad de BglC, y en ambos casos, la actividad celobiasa fue tres veces mayor que la 

actividad pNPGasa. Este resultado corroboró que la inserción de la etiqueta de histidinas no 

redujo la actividad de BglC. Aunque las células creciendo en glucosa no se indujeron, 

mostraron actividad pNPGasa ya que el sistema AIDA-BglC está bajo el control del 

promotor fuerte trc que tiene expresión basal de transcripción (1). 
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Tabla 2.3 Actividad de BglC anclada durante el crecimiento celular en condiciones de 

fermentación. 

Plásmido MS04 creciendo en 
Actividad pNPGasa 

(U / gCDW ) 

Actividad celobiasa 

(U / gCDW ) 

pAIDABglCRHis Glucosa 4.6 (0.4) ND
1
 

pAIDABglCRHis Celobiosa 42.4 (3.3) 171 (17) 

pAIDABglC Celobiosa 47.9 (2.2) 173 (6.3) 

Los valores en paréntesis indican desviaciones estándar de experimentos realizados al 

menos por triplicado. 
1
ND, no determinado. 

  

 Un punto importante a mencionar es que la cepa E. coli MS04 posee la proteasa de 

membrana externa OmpT. Está reportado que esta proteasa tiene efectos negativos durante 

el despliegue de proteínas a través del sistema AIDA-I, ya que corta las proteínas expuestas 

en la superficie (82). El conector de la UT del sistema AIDA-I posee un sitio de corte 

susceptible a OmpT (Figura 2.2) (82). En nuestro caso, la presencia de OmpT no interfirió 

con el despliegue de BglC, ya que BglC proveyó la suficiente actividad para permitir el 

crecimiento de E. coli MS04 en celobiosa. 

 

Efecto del etanol sobre la estabilidad de BglC anclada en la superficie de 

MS04 

Las hidrolasas que se pretenden utilizar en el BPC o en SFS deben tolerar la presencia de 

etanol y otros inhibidores. Por esta razón, como una primera aproximación, se estudió el 

desempeño de BglC anclada en presencia de etanol. Aunque en el presente estudio MS04 

produjo menos de 20 g/L de etanol, se decidió evaluar la estabilidad e inhibición de BglC 

anclada a concentraciones de hasta 120 g/L. La cepa MS04/pAIDABglCRHis se creció y se 

indujo en un matraz con medio LB. Para medir la inhibición, las células se lavaron y se 

midió su actividad celobiasa en presencia de diferentes concentraciones de alcohol etílico. 

En la Figura 2.6A se muestra la gráfica del barrido de etanol contra la actividad, en la que 

los valores se normalizaron tomando la actividad sin etanol como 100%.  Como se observa, 

la actividad relativa decae lentamente de forma lineal a medida que se incrementa la 

concentración de etanol. A diferencia del experimento realizado con la enzima soluble 

(Figura 2.1A), BglC anclada no presenta activación entre los 10 y 20 g/L de etanol, ya que 
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posiblemente, la inmovilización modificó sus propiedades catalíticas. La modificación de 

las propiedades catalíticas es un fenómeno común durante la inmovilización enzimática y 

que ya ha sido observado durante la inmovilización de -glucosidasas de A. niger (17, 130). 

 Para medir la estabilidad de BlgC, las células se incubaron a 37°C con diferentes 

concentraciones de etanol, y la actividad residual se midió utilizando pNPG como sustrato. 

En la Figura 2.6B se muestra la gráfica del tiempo contra la actividad, tomando el tiempo 

cero como 100%. Se puede observar que BglC fue estable en la presencia de 40 g/L de 

alcohol durante dos días de incubación, y aún en presencia de 120 g/L del solvente. Estos 

datos son consistentes con los resultados obtenidos durante las fermentaciones, ya que la 

actividad y estabilidad de BglC se deben mantener para hidrolizar la celobiosa durante el 

cultivo. 

 

 

 

Figura 2.6 Efecto del 

etanol a diferentes 

concentraciones sobre la 

(A) actividad y (B) 

estabilidad de BglC 

anclada en la membrana 

externa de 

MS04/pAIDABglCRHis. 
 

 
 

Conclusión 

El SSTVa (AIDA-I) permitió la secreción de la β-glucosidasa BglC de T. fusca en E. coli 

MS04, lográndose la fermentación en medio mineral de celobiosa en etanol sin la adición 

de β-glucosidasas comerciales. Además, el sistema AIDA-I ancló a BglC sin afectar la 
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integridad de la membrana externa. Este trabajo representa un acercamiento al BPC. 

Finalmente, la expresión de BglC permitió realizar fermentaciones con una mezcla de 

glucosa y celobiosa, lo que mostró su potencial para procesos de pre-sacarificación y 

subsecuente SFS. 
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CAPÍTULO 3 

 

DESPLIEGUE DE LA β-glucosidasa BglC DE T. fusca 

EN LA SUPERFICIE DE LA CEPA 

ETANOLOGÉNICA E. coli MS04 UTILIZANDO EL 

SISTEMA Ag43 

 

Introducción 

 

 

l sistema de secreción más distribuido dentro de las bacterias Gram negativas es 

el de las proteínas autotransportadoras (9). Y aunque las proteínas 

autotransportadoras son muy parecidas en su organización y en la estructura de 

sus UT (Figura 7), sus proteínas pasajeras son muy heterogéneas en sus funciones 

específicas, puesto que incluyen proteínas pasajeras con función de adhesina (7, 45), de 

proteasa (15, 66), de lipasa (137), de toxina (96), de resistencia al serum (99), etc. Por lo 

tanto, su capacidad para secretar alguna proteína heteróloga puede variar, dependiendo de 

las características de la proteína autotransportadora. Por ejemplo, está reportado que el 

sistema AIDA-I es incapaz de secretar proteínas que forman puentes disulfuro en el 

periplasma (82), mientras que el sistema Ag43 (Antígeno 43) si lo puede hacer (111). 

También, se sabe que el anclaje de proteínas en la membrana externa se puede afectar por 

la presencia de la proteasa OmpT cuando se utiliza el sistema AIDA-I  (82), mientras que 

OmpT no tiene efectos negativos cuando se utiliza el sistema Ag43 (111). Por lo tanto, 

resulta interesante estudiar el despliegue de BglC con otras proteínas autotransportadoras 

como Ag43. 

 Otro punto importante para estudiar a Ag43, es que a diferencia de la mayoría de las 

proteínas autotransportadoras que son factores de virulencia presentes en cepas patógenas, 

Ag43 se distribuye ampliamente en cepas patógenas y en no patógenas de E. coli, 

incluyendo la cepa E. coli MG1655 (138). 

E 
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Objetivo General 

Anclar a BglC en la superficie de la cepa etanologénica E. coli MS04 utilizando el sistema 

Ag43 para hidrolizar y fermentar celobiosa a etanol. 

 

Objetivos Particulares 

1. Construir un plásmido con un sitio de clonación múltiple entre el PS y la UT de 

Ag43. 

2. Construir el sistema de secreción Ag43-BglC. 

3. Transformar la cepa MS04 etanologénica con el sistema Ag43-BglC y demostrar el 

anclaje de BglC en la superficie celular. 

4. Caracterizar cinéticamente la cepa MS04 expresando el sistema Ag43-BglC en 

medio mineral y utilizando celobiosa como única fuente de carbono. 

 

Materiales y Métodos 

 

Biología Molecular 

Todas las manipulaciones genéticas realizadas por kits se ajustaron a los protocolos 

indicados por el proveedor. Para la propagación de plásmido se utilizó la cepa E. coli DH5α 

(F– Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rK–, mK+) phoA supE44 

λ– thi-1 gyrA96 relA1) (Invitrogen). Las reacciones en cadena de la polimerasa 

("polymerase chain reaction", PCR) se llevaron a cabo con la enzima “Elongase Enzyme 

Mix” (Invitrogen). A las reacciones de PCR que involucraban al gen bglC de T. fusca se les 

adicionó dimetilsulfóxido (DMSO) a una concentración final del 10% (v/v), debido al alto 

porcentaje de GCs (68%) que posee su secuencia (126). Los oligonucleótidos utilizados en 

el presente capítulo se enlistan en las Tablas 3.1. 

 Los productos de PCR se purificaron con el kit “PureLink PCR Purification Kit” 

(Invitrogen). Las ligaciones se realizaron con el kit “Rapid DNA Ligation Kit” (Fermentas, 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Los plásmidos se purificaron utilizando el 

protocolo de lisis alcalina (116) o con el kit “PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit” 

(Invitrogen). Las construcciones se verificación por patrones de restricción y por 

secuenciación. Las reacciones de secuenciación se realizaron con el secuenciador 
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automático “Perkin Elmer/Applied Biosystems 3730” de la Unidad de Secuenciación 

Automática de ADN del Instituto de Biotecnología de la UNAM (Cuernavaca, Morelos). 

 

Tabla 3.1 Lista de oligonucleótidos empleados para la construcción del sistema Ag43-

BglC. 

Nombre Secuencia 

DfluNde 
                                          NdeI 

5' CTA AGG AAA AGC ATA TGA AAC GAC ATC TG 3' 

RfluHind 
                                     HindIII 

5' CAG AGA GGC GAA GCT TCT GTC AGA AGG TC 3' 

DfluKXB 

                    KpnI           XhoI                         BamHI 

5' GAC CGG TAC CCT CGA GCT GAA CGG ATC CAT TGA CCC CAC 

G 3' 

RfluBNE 

                   EcoRI               NcoI            BglII 

5' CGG TGA ATT CCG CCA TGG CAG ATC TGT CAG CAG CCA GCA 

CCG GGA G 3' 

 

Construcción del sistema de secreción Ag43-BglC 

El gen flu que codifica para la proteína Ag43 se amplificó a partir de ADN cromosomal de 

la cepa silvestre E. coli MG1655 (ATCC 47076) utilizando los oligonucleótidos DfluNde y 

RfluHind. El producto de PCR se cortó con las enzima de restricción NdeI y HindIII, y se 

clonó en el vector pET-22b(+) (Novagen) con lo que se generó el plásmido derivado 

pETflu. La amplificación del PS y la UT de Ag43 se realizaron utilizando pETflu como 

templado. El PS se amplificó con los oligonucleótidos DfluNde y RfluBNE, se digirió con 

NdeI y EcoRI, y se clonó en pTrc99A2. Posteriormente, la UT se amplificó con los 

oligonucleótidos DfluKXB y RfluHind, se digirió con KpnI y HindIII, y se clonó en el 

plásmido derivado, obteniéndose el plásmido pAg43pol (Figura 3.1). Finalmente, el gen 

bglC se extrajo del plásmido pAIDABglC con las enzimas BglII y SacI, se purificó en gel 

de agarosa y se clonó en el plásmido pAg43pol obteniéndose el vector pAg43BglC (Figura 

3.2). 
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Figura 3.1 
Esquema de la 

construcción del 

plásmido 

pAg43pol. PS, 

péptido señal; 

UT, unidad de 

translocación. 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2 
Esquema de la 

construcción del 

plásmido 

pAg43BglC. PS, 

péptido señal; 

BglC, -

glucosidasa de T. 

fusca; UT, unidad 

de translocación. 
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Tratamiento con tripsina de células completas y purificación de PME 

El tratamiento de las células con tripsina se adaptó de Maurer et al. (82) y las PME se 

prepararon siguiendo el protocolo descrito por Puente et al. (109). Se dejaron crecer células 

durante la noche en LB a 37 °C y 300 rpm. Este cultivo se utilizó para inocular 25 mL de 

LB, a una concentración inicial de 0.05 DO600, dejando incubar a 37 °C y 300 rpm. Cuando 

las células alcanzaron 0.5 DO600, se indujeron con 10 µM de IPTG y se dejaron crecer hasta 

2.5 DO600. A continuación, se cosecharon 4 mL del cultivo en un microtubo de 1.5 mL a 

temperatura ambiente (TA) y las células se lavaron 2 veces con 1 mL de amortiguador 

salino de fosfato ("phosphate-buffered saline", PBS) pH 7.4. Después, las células se 

resuspendieron en 950 µL de PBS pH 7.4 y se añadieron 50 µL de tripsina (50 mg/L, 

Sigma). Pasando 10 min de incubación a 37 °C, la reacción se paró lavando las células dos 

veces con 1 mL de PBS pH 7.4. 

 Para proceder a la purificación de las PME, "pellets" de células tratadas y sin tratar 

con tripsina se resuspendieron en 500 µL de Na2HPO4 10 mM pH 7.2 y se lisaron por 

sonicación. Los restos celulares y las bacterias intactas se removieron por centrifugación a 

13,400×g durante 2 min a TA. Las membranas se recuperaron del sobrenadante por 

centrifugación a 13,400×g durante 30 min a 4 °C y se resuspendieron en 500 µL de Triton 

X-100 2%/Na2HPO4 10 mM pH 7.2. Después de incubar a 37 °C por 30 min, la fracción 

insoluble en el Triton X-100 se recuperó por centrifugación a 13,400×g durante 30 min a 4 

°C. Esta fracción insoluble se lavó con 500 µL de Na2HPO4 10 mM pH 7.2 y se recuperó 

por centrifugación a 13,400×g durante 30 min a 4 °C. Finalmente, las PME se 

resuspendieron en 50 µL de PBS pH 7.4 para su posterior análisis electroforético en gel de 

poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio ("sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis", SDS-PAGE). El análisis electroforético se realizó en condiciones 

desnaturalizantes utilizando geles al 12 % siguiendo el protocolo descrito por Laemmli 

(69). 

 

Condiciones de cultivo 

Una alícuota de las células E. coli MS04 se transformaron con pAg43BglC para preparar un 

cultivo stock. Posteriormente, se tomó una colonia de las transformantes y se dejó crecer 

toda la noche a 37 °C y 300 rpm en 5 mL de LB con carbenicilina 100 mg/L. Finalmente, 
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las células se colocaron en criotubos de 2 mL con glicerol a una concentración final de 40 

% y se almacenaron a -70 °C. 

 Las fermentaciones fueron tipo lote con medio mineral AM1 (81), utilizando 

celobiosa como única fuente de carbono (Sigma). El medio se suplementó con 0.1 g/L de 

ácido cítrico (J.T. Baker), 2 g/L de acetato de sodio (J.T. Baker), 100 mg/L de carbenicilina 

y 10 µM de IPTG. La celobiosa se esterilizó por filtración para evitar su hidrólisis. Los 

cultivos se llevaron a cabo en minifermentadores tipo "Fleaker" (6) con un volumen de 

operación de 200 mL, sin aireación, pH 7, 37 °C y 150 rpm. El pH se mantuvo constante 

mediante la adición automática de KOH 2 N. 

 Antes de realizar las fermentaciones, las células se adaptaron al crecimiento en 

minifermentadores. Para lo cual, primero se tomó una muestra del cultivo stock y se creció 

durante toda la noche en un matraz (de un volumen de 125 mL) con 25 mL de LB con 

carbenicilina 100 mg/L a 37 °C y 300 rpm. Posteriormente, las células se sembraron en un 

minifermentador con 20 g/L de celobiosa a una DO600 inicial de 0.1 y se permitió que 

crecieran hasta alcanzar una DO600 de 1. Finalmente, el cultivo se almacenó a -70 °C con 

glicerol al 40 % (concentración final), en criotubos con alícuotas de 1.4 mL. 

 Para desarrollar el inóculo de las fermentaciones, se tomó un criotubo con células 

adaptadas a los minifermentadores y se sembró en un minifermentador con 20 g/L de 

celobiosa. Cuando las células alcanzaron una DO600 de aproximadamente 0.5, se 

centrifugaron a 4,000×g durante 10 min y se eliminó el medio gastado. Finalmente, la 

cinética se inició inoculando a una DO inicial de 0.1 en minifermentadores con 40 g/L de 

celobiosa. 

 

Análisis 

El crecimiento celular se determinó espectrofotométricamente a una DO de 600 nm 

utilizando un espectrofotómetro Beckman DU-70 (Beckman Instruments, Inc., Fullerton, 

CA, USA) y se convirtió a masa celular seca ("dry cell weight", DCW) por litro mediante 

una curva de calibración (1 DO = 0.37 gCDW/L). La concentración de celobiosa se midió 

utilizando el método del ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) como fue descrito por Miller 

(88). El etanol se determinó mediante cromatografía de gas utilizando n-butanol (1 %) 

como estándar interno en un equipo "6859 Series GC System" (Agilent, Wilmington, DE, 
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USA). La concentración de la masa celular, etanol y celobiosa, se corrigieron por el cambio 

de volumen causado por la adición de base (KOH) durante el cultivo. 

 La velocidad específica de crecimiento (µ) se calculó como la pendiente de la 

regresión lineal del logaritmo natural de la masa celular contra el tiempo durante la fase de 

crecimiento exponencial. El rendimiento de etanol (g etanol/g de celobiosa) se estimó como 

el porcentaje del máximo teórico, tomando en cuenta que el rendimiento teórico con 

celobiosa es 0.54. Los cultivos se realizaron por triplicado. 

 

Resultados y Discusión 

 

Construcción del sistema de secreción Ag43-BglC 

Para modular la expresión del sistema de secreción Ag43-BglC, se utilizó el plásmido 

pTrc99A2 (94), derivado de pTrc99A (1). Antes de construir el sistema Ag43-BglC, se 

diseñó el plásmido pAg43pol que tiene un sitio de clonación múltiple entre el PS y la UT, 

con la finalidad de tener un sistema que permitiera clonar otras proteínas de interés, además 

de BglC. Esto se logró adicionando sitios de restricción con los oligonucleótidos empleados 

para la amplificación. Durante la PCR para amplificar el PS, el oligonucleótido reverso 

RfluBNE (Tabla 3.2) adicionó los sitios de restricción EcoRI, NcoI y BglII (Figura 3.1). 

Mientras que, durante la amplificación de la UT, el oligonucleótido directo DfluKXB 

(Tabla 3.2) adicionó los sitios de restricción KpnI, XhoI y BamHI (Figura 3.1). Finalmente, 

el plásmido pAg43BglC, que permite la secreción de BglC, se construyó clonando el gen 

bglC en pAg43pol (Figura 3.2). El peso molecular calculado para la proteína quimérica sin 

el PS producida durante la expresión de pAg43BglC es de 106 kDa, por lo que se nombró 

P106. 

 

Demostración de que el sistema Ag43 ancla en la superficie celular a BglC 

Para demostrar que el sistema Ag43 ancla en la superficie de MS04 a BglC, las células que 

expresan el plásmido pAg43BglC se trataron con tripsina. En la Figura 3.3 se muestran las 

PME purificadas de células tratadas y sin tratar con tripsina, y en donde se observa 

claramente como la proteína P106  desaparece después del tratamiento; así mismo se 

demostró que BglC está expuesta en la cara exterior de la membrana externa. 
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Adicionalmente, se puede observar que la intensidad de la PME OmpA no cambia después 

del tratamiento con tripsina, mostrando que el despliegue de BglC con Ag43 no daña la 

membrana externa. 

 

Figura 3.3 Análisis del tratamiento con 

tripsina de E. coli MS04 transformada con 

pAg43BglC. El SDS-PAGE muestra la 

accesibilidad de BglC anclada en la 

membrana externa a la tripsina. Células 

MS04 transformadas con pTrc99A2 fueron 

utilizados como control negativo y se 

muestra con el símbolo menos en la línea 

de pAg43BglC. Células que no fueron 

tratadas con tripsina se indican con el 

símbolo menos en la línea de tripsina. P106 

es el producto de la expresión del plásmido 

pAg43BglC y representa la suma de la UT 

de Ag43 más BglC.  

 

 

Fermentación de celobiosa con E. coli MS04 expresando el sistema Ag43-

BglC 

Para demostrar que BglC se despliega de forma activa, se realizaron fermentaciones en 

medio mineral con celobiosa (40 g/L) como única fuente de carbono. La Figura 3.4 muestra 

el crecimiento celular, el consumo de celobiosa y la producción de etanol durante la 

fermentación. La Tabla 3.2 muestra los parámetros cinéticos y de crecimiento durante la 

fermentación. 

 

 

Figura 3.4 
Cinética de 

fermentación 

con celobiosa 

de E. coli 

MS04 

transformada 

con 

pAg43BglC. 
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Tabla 3.2 Parámetros cinéticos y de crecimiento de E. coli 

MS04/pAg43BglC en fermentación de celobiosa. 

µ (h
-1

) 
Rendimiento de etanol 

(% del máximo teórico) 
Masa celular

1 
(g CDW / L)

 

0.153 (0.004) 81 (2.6) 1.1 (0.11) 

Los valores en paréntesis indican la desviación estándar de tres 

experimentos. 
1
Masa celular obtenida al inicio de la fase estacionaria. 

 

 Al comparar el crecimiento en celobiosa, se puede observar que MS04/pAg43BglC 

(Figura 3.4) agotó la fuente de carbono 12 y 24 horas antes que MS04/pAIDABglCRHis y 

MS04/pAIDABglC respectivamente (Figura 2.4). Además, MS04/pAg43BglC tuvo una µ 

(Tabla 3.2) en celobiosa 26 y 21 % mayor que  MS04/pAIDABglCRHis y 

MS04/pAIDABglC respectivamente (Tabla 2.2). El rendimiento y la máxima masa celular 

alcanzada (Tabla 2.2) son semejantes a los obtenidos con MS04/pAIDABglC y 

MS04/pAIDABglCRHis (Tabla 3.2).  

 

Conclusión 

El sistema Ag43BglC permite un mejor desempeño de MS04 durante su crecimiento en 

celobiosa. Además, el despliegue de BglC con Ag43 mantiene la integridad de la 

membrana externa. 
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CAPÍTULO 4 
 

SECRECIÓN DE LA β-glucosidasa BglC DE T. fusca AL 

MEDIO EXTERIOR DE LA CEPA 

ETANOLOGÉNICA E. coli MS04 UTILIZANDO EL 

SISTEMA EspP 

 

Introducción 

 

 

a proteína autotransportadora EspP ("extracellular serine protease, plasmid-

encoded") secreta una serín proteasa en la cepa patógena E. coli EHEC 

O157:H7 (133). A diferencia de los sistemas AIDA-I y Ag43, cuyas 

proteínas pasajeras permanecen unidas a la membrana externa por interacciones no 

covalentes después del proceso de trasnlocación (16, 21), la serín proteasa de EspP se 

procesa y se libera al medio exterior (26). El proceso de translocación de EspP es uno de 

los más estudiados (55, 56, 107), y se tiene definido con mucha precisión el tamaño 

necesario del conector para secretar la proteína pasajera al medio (133). Al igual que Ag43, 

EspP tiene la capacidad para secretar proteínas que forman puentes disulfuro (122). Con el 

objetivo de estudiar la secreción de BglC al medio de cultivo utilizando el SSTVa, se 

utilizó EspP como modelo. 

 

Objetivo General 

Secretar a BglC al exterior de la cepa etanologénica E. coli MS04 utilizando el sistema 

EspP para hidrolizar y fermentar celobiosa a etanol. 

 

Objetivos Particulares 

1. Construir un plásmido con un sitio de clonación múltiple entre el PS y la UT de 

EspP43. 

L 
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2. Construir el sistema de secreción EspP-BglC. 

3. Transformar la cepa MS04 etanologénica con el sistema EspP-BglC y demostrar la 

secreción de BglC al medio exterior. 

4. Caracterizar cinéticamente la cepa MS04 expresando el sistema EspP-BglC en 

medio mineral y utilizando celobiosa como única fuente de carbono. 

 

Materiales y Métodos 

 

Biología Molecular 

Todas las manipulaciones genéticas se realizaron de la misma forma descrita en el Capítulo 

3, con la diferencia de que la amplificación del gen espP requirió utilizar la enzima “Long 

PCR Enzyme Mix” (Fermentas). Los oligonucleótidos utilizados en el presente capítulo se 

enlistan en las Tablas 4.1. El gen espP se amplificó utilizando DNA genómico de la cepa E. 

coli EHEC O157:H7 (donado por el Dr. José Luis Puente del Instituto de Biotecnología, 

UNAM) utilizando los oligonucleótidos DespPNde y RespPHind. El producto de PCR se 

clonó en un vector pCR2.1-TOPO utilizando el kit de clonación “TOPO TA Cloning Kit” 

(Invitrogen) obteniéndose el plásmido pTOPOEspP. La amplificación del PS y la UT del 

gen espP se llevaron a cabo utilizando el plásmido pTOPOEspP como templado. El PS se 

amplificó utilizando los oligonucleótidos DespPNde y RPSEspP; y la UT se amplificó con 

los oligonucleótidos DBetaEspP y RespPHind. 

 Después de la amplificación por PCR, la secuencia de la UT de EspP y el plásmido 

pAg43pol (Figura 3.1) se digirieron con las enzimas de restricción BamHI y HindIII. El 

plásmido digerido se purificó en gel de agarosa para remover la secuencia de la UT 

endógena y clonar la UT de EspP. A continuación, el plásmido derivado y la secuencia del 

PS de EspP se digirieron con NdeI y BglII. El plásmido resultante se purificó en gel de 

agarosa para remover la secuencia de su PS nativo y la secuencia del PS de EspP se clonó y 

se obtuvo el plásmido pEspPpol (Figura 4.1). Finalmente, el gen bglC se removió del 

plásmido pAIDABglC (Figura 2.2) con BglII y SacI, y se clonó en pEspPpol obteniéndose 

el plásmido pEspPBglC (Figura 4.2). 
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Tabla 4.1 Lista de oligonucleótidos empleados para la construcción del sistema EspP-

BglC. 

Nombre Secuencia 

DespPNde 
                                                                                       NdeI 

5' CCA ATG TTT CCC TTA AAA ATG GAG CTC ATA TGA A 3' 

RPSEspP 

                BglII                           6×His 

5' GTC AGA TCT GTG GTG GTG GTG GTG ATG CAT CTG TGA 

CGC AAA AGA ATA TG 3' 

DBetaEspP 

                BamHI                     

5' TCC GGA TCC CTG GTG CCA CGC GGT AGC GAC CTC TCG CAG 

TTG TCT GAC 3' 

RespPHind 
                         HindIII 

5' GCA GGC AAG CTT GAA TAC GGA GTA TCA GAA CGA 3' 

 

 

 

 

 

Figura 4.1 
Esquema de la 

construcción del 

plásmido 

pEspPpol. PS, 

péptido señal; UT, 

unidad de 

translocación. 
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Figura 4.2 
Esquema de la 

construcción del 

plásmido 

pEspPBglC. PS, 

péptido señal; 

BglC, -

glucosidasa de T. 

fusca; UT, unidad 

de translocación. 

 

 

Condiciones de cultivo 

Los cultivos se realizaron de la misma forma descrita en el Capítulo 3 con algunos cambios 

que se describen a continuación. Las células se adaptaron al crecimiento en 

minifermentadores utilizando glucosa como fuente de carbono. Los inóculos de las 

fermentaciones se desarrollaron con 20 g/L de glucosa. Cuando las células alcanzaron una 

DO600 de aproximadamente 0.5, se inocularon 40 mL del cultivo directamente en 160 mL 

de medio AM1 con celobiosa como fuente de carbono. Los cultivos se realizaron por 

duplicado. 

 

Resultados y Discusión 
 

Construcción del sistema de secreción EspP-BglC 

Antes de realizar la construcción del sistema EspP-BglC, se decidió construir un plásmido 

que tuviera un sitio de clonación múltiple entre el PS y la UT. Utilizando el plásmido 

pAg43pol como molde, el PS y la UT endógenos se sustituyeron por el PS y la UT de EspP 
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obteniéndose el plásmido pEspPpol (Figura 4.1). Finalmente, el gen bglC de T. fusca se 

clonó en pEspPpol obteniéndose el plásmido pEspPBglC. Durante la amplificación del PS 

de EspP, el oligonucleótido reverso RPSEspP introdujo una etiqueta de histidinas (Figura 

4.1), con la finalidad de detectar la proteína pasajera por "Western-blot". Además, la 

etiqueta se puede utilizar para purificar la proteína secretada al medio utilizando una 

columna de níquel. 

 

Cultivo en celobiosa de E. coli MS04 que expresa el sistema EspP-BglC 

Debido a que el sistema EspP-BglC secreta la enzima al medio de cultivo, la inoculación se 

realizó adicionando un volumen del inóculo, en lugar de centrifugar para eliminar el 

sobrenadante, como se realizó con los sistemas AIDA y Ag43 donde BglC está anclada en 

las células. En la Figura 4.3 se muestra la curva de crecimiento obtenida de dos cultivos en 

medio mineral con celobiosa como única fuente de carbono. La µ promedio fue de 0.16 h
-1

, 

valor semejante al obtenido con el sistema Ag43BglC (0.15 h
-1

, Tabla 3.3) y 25 % más alto 

que el obtenido con el sistema AIDA-BglC (0.12 h
-1

, Tabla 2.2). 

 

 

Figura 4.3 
Cinética de 

fermentación con 

celobiosa de E. 

coli MS04 

transformada con 

pEspPBglC. 

Cultivo realizado 

por duplicado. 

 
 

Conclusión 

El sistema EspP secreta de forma activa a BglC, permitiendo el crecimiento de E. coli 

MS04 en celobiosa como fuente de carbono. 
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CAPÍTULO 5 

 

COMENTARIOS GENERALES Y PERSPECTIVAS 

 

 

a secreción de proteínas heterólogas en E. coli ha sido un tema de estudio 

desde los inicios de la tecnología del ADN recombinante (13, 49, 117). Entre 

las ventajas de secretar al medio exterior una proteína heteróloga está, evitar 

que las proteasas presentes en la célula degraden el producto y en reducir las proteínas 

contaminantes para su purificación (13, 49, 51, 117). Actualmente, este tema está 

adquiriendo fuerza en el área de los biocombustibles, específicamente en el BPC (98). 

Aunque la cepa no patogénica E. coli K-12 y sus derivadas, empleadas ampliamente en el 

laboratorio y en la industria (51), no secretan proteínas al medio de cultivo (110), existen 

muchos mecanismos de secreción presentes en cepas patógenas que pueden trasplantarse a 

K-12 y derivadas para la secreción de proteínas heterólogas (13, 51, 58, 60, 86, 120). De los 

siete sistemas de secreción reportados para las bacterias Gram negativas (41, 50), los 

sistemas de secreción I, II y V se han empleado para la secreción de proteínas heterólogas 

en E. coli (60, 86). Sin embargo, los sistemas I y II tienen la limitante de tener que expresar 

de forma heteróloga, además de la proteína pasajera, todo el sistema de secreción (86), que 

puede llegar a contener hasta 15 proteínas diferentes como es el caso del SSTII (68). 

 La secreción de proteínas heterólogas utilizando el sistema de secreción tipo V, 

solamente requiere de un gen que tiene incluida la secuencia de la proteína pasajera (60). 

Esto nos motivó a utilizarlo como modelo de estudio en el presente proyecto, mostrando 

como AIDA-I, Ag43 y EspP, secretaron de forma funcional a BglC. Además, los sistemas 

AIDA-BglC y Ag43-BglC mantuvieron la integridad de la membrana externa. Finalmente, 

BglC secretada presentó la suficiente actividad para permitir la hidrólisis y la fermentación 

de celobiosa con E. coli MS04 a pH 7 y 37°C. Estos puntos son muy importantes si se 

quiere alcanzar el BPC con E. coli, ya que se requieren sistemas de secreción y enzimas que 

funcionen a las mismas condiciones de crecimiento de E. coli. 

L 
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 Aunque el presente proyecto se basó en la secreción de una β-glucosidasa, los 

sistemas desarrollados pueden ser utilizados para la secreción de otras enzimas (celulasas, 

xilanasas, inulinasas, pectinasas, etc.) o proteínas (insulina, anticuerpos, epítopes, etc.) de 

interés biotecnológico. También, los sistemas de secreción desarrollados en el presente 

proyecto se pueden utilizar en otras cepas de E. coli para la producción de otros metabolitos 

como lactato, succinato, butanol, etc. 

 Anclar enzimas en la célula tiene la ventaja de que se puede recuperar el 

biocatalizador para realizar subsecuentes hidrólisis y fermentaciones (43). Sin embargo, 

algunas enzimas necesitan liberarse al medio exterior para que realicen eficientemente su 

función (43). Por ejemplo, al tener un sustrato insoluble, las celulasas requieren ser 

liberadas para llegar a la superficie de la celulosa y adherirse con sus dominios de unión a 

celulosa antes de iniciar la hidrólisis (43). El sistema EspP desarrollado en el presente 

proyecto podría utilizarse para secretar este tipo de enzimas. 

 

Perspectivas 

1. Disminuir la carga metabólica por plásmido bajando el número de copias o integrar 

la(s) construcción(es) en cromosoma.  

2. Buscar un promotor constitutivo con la fuerza necesaria para expresar los sistemas 

de secreción sin afectar el crecimiento de MS04, y de esta forma evitar el uso de 

IPTG. 

3. Probar el sistema AIDA-BglC en una cepa MS04 OmpT
-
. 

4. Determinar los parámetros cinéticos (Km y Vmax) de la enzima anclada con Ag43 

y AIDA-I, y de la enzima soluble secretada con EspP. 

5. Determinar la cantidad de moléculas desplegadas por célula, tanto con Ag43 como 

con AIDA-I. 

6. Realizar fermentaciones de Avicel (celulosa cristalina) con MS04 secretando la β-

glucosidasa BglC, y suplementando con endo y exo-celulasas. 

7. Probar la secreción de otras celulasas. Incluso, secretar otro tipo de enzimas 

sacarolíticas de importancia en biorefinerías como xilanasas, amilasas e inulinasas. 
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ANEXO 1 

 

En el presente anexo se muestra el manuscrito publicado con la información obtenida en el 

Capítulo 2. 
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Abstract We used the autodisplay system AIDA-I, which 

belongs to the type V secretion system (TVSS), to display 

the β-glucosidase BglC from Thermobifida fusca on the 

outer membrane of the ethanologenic Escherichia coli 

strain MS04 (MG1655 ∆pflB, ∆adhE, ∆frdA, ∆xylFGH, 

∆ldhA, PpflB::pdcZm-adhBZm). MS04 that was transformed 

with the plasmid pAIDABglCRHis showed cellobiase 

activity (171 U/gCDW) and fermented  40 g/l cellobiose in 

mineral medium in 60 h with an ethanol yield of 81 % of 

the theoretical maximum.  Whole-cell protease treatment, 

SDS-PAGE, and  Western-blot analysis demonstrated that 

BglC was attached to the external surface of the outer 

membrane of MS04. When attached to the cells, BglC 

showed  93.3 % relative activity in the presence of 40 g/l 

ethanol and retained 100 % of its activity following 2 days 

of incubation at 37 °C with the same ethanol concentration. 

This study shows the potential of the TVSS (AIDA-I) and 

BglC as tools for the production of lignocellulosic bio- 

commodities. 

 
Keywords  Cellogiose ·  Bioethanol · Escherichia coli ·  

Type V secretion system AIDA-I · Thermobifida fusca 

β-glucosidase 
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Introduction 

 
Oil depletion and the pollution that is associated with 

burning fossil fuels are driving research to explore envi- 

ronmentally friendly renewable fuels. Ethanol can be used 

as a fuel, and at present, ‘‘flexible-fuel vehicles’’ that can 

run with any blend of  gasoline and ethanol  are  on the 

market [2]. Agricultural residues are rich in lignocellulosic 

material  that  can  be  employed  as  a  potential  low-cost 

source of fermentable sugars that does not compete with 

food crops [10, 11]. Lignocellulose has a complex struc- 

ture, and to release the fermentable sugars, a pretreatment 

process is needed to permit the hemicellulose hydrolysis, 

alter the crystalline structure of cellulose and/or to break 

the lignin [29]. Subsequently, the cellulose can be depo- 

lymerized into glucose through the enzymatic action of 

cellulases and -glucosidases [10, 11, 29]. Lignocellulose 

hydrolysis produces primarily hexoses, such as glucose, 

mannose and galactose, and pentoses, such as xylose and 

arabinose [10, 13, 29]. To convert all of these different 

sugars to ethanol, a microorganism is required that is 

capable of fermenting pentoses and hexoses [10, 11, 13, 

30]. Escherichia coli has this ability and has been the target 

of metabolic engineering to generate homo-ethanologenic 

strains [6, 9, 12, 31, 39]. 

The lignocellulose depolymerization process is one of 

the most expensive steps in lignocellulosic ethanol pro- 

duction  [10,  11,  29].  As  stated  by  Somerville  [35]: 

‘‘although the cost of cellulases per gallon of ethanol has 

been reduced ten times approximately in the last decade, 

that is still 20 times higher than the enzyme costs for a 

gallon of corn ethanol’’. To reduce costs, it is necessary to 

construct strains  capable  of  secreting  enzymes  that  can 

hydrolyze some lignocellulose fractions [10, 18]. Despite 

the fact that E. coli can ferment a wide variety of sugars, it
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is unable to ferment some oligosaccharides, such as cel- 

lobiose (a glucose dimer formed during cellulase mediated 

cellulose hydrolysis). Therefore, introduction of the genes 

that code for hydrolases is required. The insertion of the 

cellobiose phosphotransferase genes (casAB) from Klebsi- 

ella oxytoca has been employed for the transport and 

hydrolysis of cellobiose in E. coli [7, 28]. Recently, the 

introduction of a constitutive promoter in the cryptic E. coli 

operons asc and chb permitted its growth on cellobiose [38]. 

Secretion systems have been employed for delivering 

heterologous hydrolases out of the cell. The type II 

secretion system (TIISS), specifically, the out genes from 

Erwinia  chrysanthemi, was used to  secrete  an  endoglu- 

canase (EGZ) or a pectate lyase (PelE) and an oligoga- 

lacturonide lyase (Ogl) in E. coli [7, 40]. However, the 

TIISS comprises approximately 15 genes, which must be 

expressed heterologously, and the genes that complete the 

extracellular secretion are highly species-specific [40]. A 

different strategy is that of a cell surface display that 

employs some outer-membrane proteins as anchors, thus 

‘‘immobilizing’’ enzymes to the cell surface. Recently, the 

membrane protein poly-γ-glutamate synthase (PgsA) from 

Bacillus subtilis was used for attaching cellulases from 

Clostridium cellulolyticum [33], and the bacterial lipocalin 

(Blc) from E. coli was used for Thermobifida fusca (former 

Thermomonospora fusca) β-glucosidase display [37]. 

Among Gram-negative bacteria secretion systems, the 

type V is considered the simplest [5], and the adhesin that 

is involved in diffuse adherence (AIDA-I) of the diar- 

rheagenic E. coli strain has been employed for heterolo- 

gous protein secretion [14–17, 24]. The complete 

information for protein secretion is contained within a 

single gene that produces a multidomain pre-protein con- 

sisting of a signal peptide (SP), a passenger protein, and a 

translocation unit (TU) [5, 14]. The amino-terminal region 

codes for the SP that sends the pre-protein into the peri- 

plasmic space where it is cleaved by a signal peptidase 

[5, 14]. This action releases the passenger domain that is 

translocated into the extracellular space by the TU, which 

is formed by a linker region and a β-barrel (at the C ter- 

minus) [5, 14]. The linker region anchors the passenger 

protein to the cell surface. To display a heterologous pro- 

tein, the native sequence of the passenger protein can be 

replaced by a heterologous protein sequence [14]. The 

TVSS has never been employed for the secretion of 

enzymes involved in the lignocellulose depolymerization 

for bio-fuels production. 

In the present study, we report the fermentation of cel- 

lobiose into ethanol using the ethanologenic E. coli MS04 

strain (MG1655: ΔpflB, ΔadhE, ΔfrdA, ΔxylFGH, ΔldhA, 

PpflB::pdcZm-adhBZm; [9, 23]). To achieve this goal we used 

the AIDA-I system, which is also known as the autodisplay 

system [14], to attach the T. fusca-derived  β-glucosidase 

(BglC) to the outer membrane. BglC was selected because it 

has an optimum hydrolysis pH of 7, and even though BglC 

shows its maximum activity at 50 °C, the activity reported at 

25 °C is acceptable [36]. These BglC characteristics are well 

matched with E. coli growth conditions (pH 7 and 37 °C). 

Furthermore, BglC cellobiase activity is inhibited by glucose 

only at concentrations above 50 g/l [8]. 

 

 
Materials  and methods 

 

Strains and plasmids 

 

Escherichia coli DH5a was used for plasmid propagation 

during plasmid construction. When required, E. coli JM110 

(dam
-

)  was employed  for non-methylated plasmid  pro- 

duction. Cell surface display analysis and fermentations 

were  performed  using  the  ethanologenic  strain  E.  coli 

MS04 (MG1655: ΔpflB, ΔadhE, ΔfrdA, ΔxylFGH, ΔldhA, 

PpflB::pdcZm-adhBZm [9, 23]). 

Plasmids and primers used for this study are shown in 

Table 1. Standard procedures were employed for plasmid 

preparation, restriction-enzyme digestions, transformations, 

and gel electrophoresis [34]. Each plasmid construction was 

verified by its restriction pattern in an agarose gel and by 

sequencing. Polymerase chain reaction (PCR) was per- 

formed using Elongase Enzyme Mix (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA). During bglC gene amplifications, PCR was 

supplemented  with  dimethyl  sulfoxide  (DMSO,  10 %) 

because  of  its  high  percentage  of  GC  (68 %).  DNA 

manipulations using kits (PCRs, site-directed mutations and 

ligations) were conducted according to supplier protocols. 

The plasmid pTrc99A was used for protein expression 

[1]. Using site-directed mutagenesis, we modified the NcoI 

site (CCATGG) at position 265 to NdeI (CATATG) and 

deleted the NdeI site at position 2699, thus obtaining 

plasmid pTrc99A2. These changes were performed using 

the  Quik-Change Site-Directed Mutagenesis Kit (Strata- 

gene, La Jolla, CA, USA). The NcoI site was modified 

using D1Ptr and R1Ptr primers, whereas the NdeI site was 

modified using D2Ptr and R2Ptr primers (see Table 1 for 

primer sequences). 

The SP and the TU of AIDA-I were PCR-amplified 

using the pJM7 plasmid as a template [24, 25]. Amplifi- 

cation of the bglC gene was conducted using the pNS6 

plasmid as a template [36]. The SP was amplified using the 

DPSNde and RPSpol primers, amplification of bglC was 

performed using the DBglCBgl and RBglCSac2 primers, 

and the TU was amplified using the DAidaSac and RAI- 

Xba1 primers. Due to the sequences coding for the SP, the 

TU and bglC have the majority of the restriction sites that 

are present in the pTrc99A2 polylinker, the reverse primer 

for SP amplification introduced the BglII and the SacI sites,
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Table  1  Plasmids and primers used in this study 
 

Plasmid Description Source 
 

pTrc99A Designed for IPTG-inducible expression of proteins under hybrid trp/lac promoter. Ampr  [1]     

pTrc99A2 pTrc99A derivative modified for NdeI cloning instead of NcoI This study 

pJM7 Designed for heterologous secretion of cholera toxin B subunit using the autotransporter AIDA-I [24] 

pNS6 pET-26b(+) derivative employed for BglC heterologous production in E. coli [36] 

pAIDABglC Designed for heterologous secretion of BglC using the autotransporter AIDA-I This study 

pAIDABglCRHis pAIDABglC derivative that introduce a His-tag between BglC and AIDA-I linker This study 

Primer Sequence
a

 

 

D1Ptr 5′ CAC ACA GGA AAC AGC ATA TGG AAT TCG AGC TCG 3′ 

R1Ptr 5′ CGA GCT CGA ATT CCA TAT GCT GTT TCC TGT GTG 3′ 

D2Ptr 5′ CGG TAT TTC ACA CCG CAC ATG GTG CAC TCT C 3′ 

R2Ptr 5′ GAG AGT GCA CCA TGT GCG GTG TGA AAT ACC G 3′ 

DPSNde 5′ TAA GGA TGA CAT ATG ATT AAA TTA AAA TTT GGT GTT TTT 3′ 

RPSpol 5′ CAA ATC GAG CTC AGA TCT AGG TGT TCC ATG TGC GTA TGC TG 3′ 

DBglCBgl 5′ GAG ATA GAT CTA TGA CCT CGC AAT CGA CG 3′ 

RBglCSac2 5′ CTG GCG GAG AGC TCC TGT CCG AAG ATT CCC C 3′ 

DAidaSac 5′ CCT GGT GAG CTC AAT CCT ACA AAA GAA AGT GCA G 3′ 

RAIXba1 5′ GCC GGC TCT AGA TCA GAA GCT GTA TTT TAT CCC 3′ 

RBglCHis
b  

5′ TGC GAG CTC GTG GTG GTG GTG GTG GTG CTG TCC GAA GAT TCC CCC GTT GC 3′ 
 

a   Restriction sites employed during plasmid construction are underlined 
b  His-tag sequence is indicated with bold 

 
 

thus making it easier to clone bglC subsequently. Fur- 

thermore, because the pJM7 plasmid has an NdeI site at 

position 50, which is inside the SP (5 -GCA TAT GCA 

CAT GGA-3′  ) and 14 bases prior to the signal peptidase 

site, the reverse primer introduced a silent mutation that 

eliminated NdeI (5-GCA TAC GCA CAT GGA-3′). 

Following PCR amplifications, each domain was cloned 

sequentially. First, the SP was digested using NdeI and 

SacI and cloned into pTrc99A2. Next, employing BglII and 

SacI, bglC was cloned into this plasmid. Finally, the TU 

was  cloned  into  this derivative  plasmid  using SacI and 

XbaI to obtain the pAIDABglC plasmid (Fig. 1). A version 

of pAIDABglC with a His-tag sequence between bglC and 

the TU was also constructed. 

Using pAIDABglC as a template, bglC was PCR- 

amplified using the DBglCBgl and RBglCHis primers. The 

endogenous bglC gene in pAIDABglC was then removed 

using the endonucleases BglII and SacI. Next, the digested 

plasmid was agarose-gel purified. Finally, the PCR product 

was  digested  using  the  same  restriction  enzymes  and 

cloned to produce the pAIDABglCRHis plasmid (Fig. 1). 

 
Whole-cell protease treatment and OMP purification 

 
Whole-cell protease treatment was adapted from a protocol 

originally  described  by  Maurer  et  al.  [24],  and  outer 

membrane  proteins  (OMP)  were  prepared  as  a  Triton 

X-100 insoluble fraction as described by Puente et al. [32]. 

Cells were grown overnight in 5 ml of Luria broth (LB) at 

37 °C and 300 rpm. The overnight culture  was used to 

inoculate 25 ml of LB, bringing to 0.05 OD600,  and the 

cells were induced with 10 µM isopropyl -D-1-thioga- 

lactopyranoside (IPTG; Sigma, St. Louis, MO, USA) when 

they reached 0.5 OD600. When the cells reached 2.5 OD600, 

4 ml of the culture was concentrated in a 1.5-ml micro- 

centrifuge  tube  at  room temperature (RT), and the  cell 

pellet  was  washed  twice  with  1 ml  phosphate-buffered 

saline  (PBS).  The  cell  pellet  was  then  resuspended  in 

950 µl PBS and 50 µl 50 mg/l trypsin (Sigma) was added. 

Following 10-min incubation at 37 °C, the reaction was 

stopped by washing the cells twice with 1 ml PBS. 

To proceed to OMP purification, trypsin-treated and 

non-treated cell pellets were resuspended in 500 µl 10 mM 

Na2HPO4, pH 7.2, and disrupted using sonication. Cell 

debris and intact bacteria were removed by centrifuging for 

2 min at 13,400×g in a microfuge at room temperature. 

The membrane fraction was recovered by centrifuging the 

supernatant at 13,400×g for 30 min in a microfuge at 4 °C 

and then resuspended in 500 µl 2 % Triton X-100/10 mM 

Na2HPO4, pH 7.2. After incubating at 37 °C for 30 min, 

the Triton-X-100 insoluble fraction was recovered by 

centrifuging at 13,400×g for 30 min in a microfuge at
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Fig. 1 Structure of the AIDA-

BglC system.  The borders 

between each domain are given 

as sequences, and are indicated 

by horizontal arrows. 

Restriction sites used for plasmid 

construction are underlined. 

Protease cleavage site for OmpT 

(in the linker region) and the one 

for signal peptidase is indicated 

with vertical arrows. SP, signal 

peptide; BglC, T. fusca 

β-glucosidase; TU, 

translocation unit, which is 

formed by a linker region and 

a β-barrel. The passenger 

protein (BglC) is attached to 

the cell surface by the linker 

region 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4 °C. This  insoluble  fraction  was  washed  with  500  µl 

10 mM Na2HPO4, pH 7.2, and recovered by centrifuging at 

13,400×g for 30 min in a microfuge at 4 °C. Finally, the 

OMPs were resuspended in 50 µl PBS pH 7.4 for SDS- 

PAGE analysis. 
 

 
Western-blot analysis 

 
Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) was performed using 12 % gels, as described 

by Laemmli [19]. Samples were mixed with 2× loading 

buffer, heated in boiling water for 5 min, and subjected to 

electrophoresis. Gels were electroblotted onto a nitrocel- 

lulose membrane (Amersham Hybond-ECL, GE Health- 

care Waukesha, WI, USA) and probed using a Penta-His 

horseradish-peroxidase-conjugated antibody (Penta-His 

HRP Conjugate, Qiagen, Hilden, Germany). 
 

 
Culture conditions 

 
For  stock culture  preparation, E.  coli  MS04 was trans- 

formed with the plasmid and grown in a plate of LB agar. 

Later, a single colony was selected and grown overnight in a 

flask containing LB. Finally, the cells were stored in 

glycerol (40 %  final) at -70 °C. During all cultivation

steps,  plasmid-carrying  E.  coli  MS04  were  grown  in 

100 mg/l carbenicillin. 

Batch fermentations were conducted in mineral AM1 

medium [22] employing glucose (J.T. Baker, Avantor 

Performance Materials, Phillipsburg, NJ, USA) and/or 

cellobiose (Sigma) as carbon sources and supplemented 

with 0.1 g/l citrate (J.T. Baker) and 2 g/l sodium acetate 

(J.T. Baker; [9]). Cellobiose was filter-sterilized to avoid 

hydrolysis. Culturing was performed in Fleakers mini-fer- 

mentors [4] containing 200 ml of mineral AM1 medium, 

without aeration, at pH 7, 37 °C, and 150 rpm. Automatic 

additions of 2 N KOH preserved a constant pH. 

Prior to fermentations, the cells were adapted to grow in 

mini-fermentors. First, a sample from a stock culture was 

grown overnight in a 125-ml flask containing 25 ml LB at 

37 °C and 300 rpm. Later, a mini-fermentor with 20 g/l of 

carbon source was brought to 0.1 OD600   with the overnight 

and the cells were grown until 1 OD600. Finally, the culture 

was  aliquoted  into  cryotubes containing  glycerol  (40 % 

final) to a final volume of 1.4 ml and stored at -70 °C. 

To develop the inoculum for fermentation, one cryotube 

containing cells adapted to mini-fermentors was seeded 

into a mini-fermentor with 20 g/l of carbon source. When 

the cells reached an OD600 of almost 0.5, they were cen- 

trifuged for 10 min at 4,000×g and inoculated, at an initial 

OD600 of 0.1, into mini-fermentors containing 40 g/l of
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carbon source. When cellobiose was employed, the cells 

were induced from the beginning using 10 µM IPTG. The 

inoculum for fermentations employing a mix of glucose 

(20 g/l)  and  cellobiose  (20 g/l)  was  developed  using 

glucose. 

 

Enzyme assays during fermentation 

 

Cell  surface-attached  β-glucosidase  was  assayed  using 

p-nitrophenyl-β-d-glucopyranoside (pNPG; Sigma) and 

cellobiose. Cells were cultivated in mini-fermenters with 

40 g/l  of  carbon  source  using  the  same  conditions  as 

described above, and they were allowed to grow until they 

reached an OD600 of 1. During pNPG assays, 3.75 ml cells 

was  recovered  by centrifuging in a microfuge at 

9,300×g (2 min, RT). The cell pellet was washed twice 

(RT)  with  50 mM  phosphate  buffer  (pH  7)  and  resus- 

pended in 3.65 ml of the same buffer. The cell suspension 

was then allowed to equilibrate to the assay temperature 

(37 °C)  for  5 min.  The  reaction  was  initiated  with  the 

addition of 100 mM pNPG (100 µl), and the kinetics were 

followed by taking samples (of 750 µl each) at regular time 

intervals.  The  reaction  was  terminated  by  adding  2 M 

Na2CO3     (250 µl   to  each  sample).  The  absorbance,   at 

400 nm, was measured after cells were centrifuged in a 

microfuge at 9,300×g  (2 min, RT), and enzyme activity 

was calculated with the extinction coefficient for p-nitro- 

phenol (18.5 mM
-1

, [36]). One pNPGase unit was defined 

as the amount of BglC attached to the cells that catalyzes 

the formation of 1 µmol pNP per minute. 

During cellobiose assays, 2 ml of cells was recovered by 

centrifuging in a microfuge at 9,300×g (2 min, RT). The 

cell pellet was washed as described previously and resus- 

pended in 920 µl 50 mM phosphate buffer (pH 7). The cell 

suspension and cellobiose stock were allowed to equili- 

brate  to  the  assay  temperature  (37 °C)  for  5 min.  The 

reaction was initiated by adding 50 g/l cellobiose (80 µl), 

and  the  kinetics  were  followed  by  sampling  200 µl  at 

regular time intervals. To stop the reaction, samples were 

centrifuged in a microfuge at 13,400×g (2 min, RT), and 

the supernatant was then boiled in a water bath for 5 min. 

Finally, the glucose concentration in the supernatant was 

measured  to  calculate  activity.  One cellobiase  unit  was 

defined as the amount of BglC attached to the cells that 

catalyzes the formation of 1 µmol of glucose per minute. 

 

Effect of ethanol on the activity and stability 

of MS04-attached BglC 

 

Escherichia coli MS04 cells carrying the pAIDABglCRHis 

plasmid were grown overnight in 5 ml LB at 37 °C and 

300 rpm. The overnight culture was then used to  bring 

50 ml of LB to 0.05 OD600, and when the culture reached 

0.5  OD600,  the  cells  were  induced  using  10 µM  IPTG. 

When cells reached an OD600  of 2.5, they were harvested 

by centrifuging at 4,000×g (10 min, RT) and the cell pellet 

was washed twice with 10 ml of 50 mM phosphate buffer 

(pH 7). Finally, the cell pellet was concentrated in 5 ml of 

50 mM phosphate buffer (pH 7), and the cellobiase and 

pNPGase activities were measured as described above after 

appropriate dilution. The cell protein was estimated using a 

standard curve of protein concentration versus OD600   (1.0 

OD600  corresponds to 0.27 mg of cell protein per 

milliliter). 

The effect of ethanol on BglC activity was measured 

using cellobiose as a substrate. The reactions were per- 

formed as described previously and employed 0.1 U (cel- 

lobiase) of the cell concentrate per milliliter (0.37 U/mg of 

cell protein or 0.27 U/mg of dry cell weight) with different 

ethanol concentrations in 1 ml of total volume. To measure 

the  stability  of  BglC in  the  presence of  ethanol,  0.4 U 

(pNPGase) of the cell concentrate per milliliter (1.48 U per 

mg of cell protein or 1.08 U per mg of dry cell weight) 

mixed with different ethanol concentrations in 1.5 ml of 

total volume was incubated at 37 °C. Samples of 50 µl 

were taken at regular intervals for measurements of resid- 

ual activity, employing pNPG as a substrate and using the 

same conditions as described previously. In both cases, the 

activities are shown as relative activities, with the control 

without ethanol set to 100 %. 

 

Analyses 

 

Growth was determined spectrophotometrically as optical 

density  at  600 nm  (DU-70,  Beckman  Instruments,  Inc., 

Fullerton, CA, USA) and converted to dry cell weight 

(DCW) per liter using a calibration curve (1 optical den- 

sity = 0.37 gDCW/l).  Samples were centrifuged (RT) and 

the cell-free culture broth was frozen until analysis. The 

concentration of glucose was measured with an enzymatic 

analyzer (Model 2700, YSI Inc., Yellow Springs, OH, 

USA), whereas the cellobiose concentration was measured 

employing the 3,5-dinitrosalicilic acid (DNS) method as 

described by Miller [27]. When fermentations were carried 

out with a mix of sugars, their concentrations were mea- 

sured with an HPLC system consisting of 600E quaternary 

bomb, 717 automatic injector, and 2410 refractive index 

(Waters, Millipore Co. Milford, MA, USA) employing an 

Aminex HPX-87P column (300 × 7.8 mm; 9 µm)  (Bio- 

Rad, Hercules, CA, USA) with H2O as mobile phase with a 

flow of 0.6 ml/min at 85 °C. The ethanol was analyzed by 

gas  chromatography  using  n-butanol  (1 %)  as  internal 

standard (6850 Series GC System, Agilent, Wilmington, 

DE, USA). Concentrations of cell biomass, ethanol, and 

sugars  were corrected  for  fermentation  volume  changes 

caused by the addition of base during the cultures. 
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Specific growth rates (µ) were calculated as the slope of 

linear regressions of the cell mass natural log versus time 

during the exponential growth phase. The ethanol yield 

(g ethanol/g carbon source) was estimated as a percentage 

of the theoretical maximum, taking into account that the 

theoretical yields with glucose and cellobiose are 0.51 and 

0.54, respectively. All cultures and enzyme assays were 

carried out at least in triplicate (average and standard 

deviations are shown in plots and tables). Graphpad Prism 

software (Graphpad, San Diego, CA, USA) was used to 

perform an ANOVA (analysis of variance) and a Student’s 

t  test for comparison of data presented in Tables 2 and 3, 

respectively. Means were judged significant different when 

p values were ≤0.05. 

 

 
Results 

 
Construction of the AIDA-BglC secretion system 

 
To modulate the secretion of BglC using AIDA-I, the 

pTrc99A plasmid that contains the IPTG-inducible trc 

promoter was chosen as the expression vector; this vector 

is a medium copy number plasmid with about 30 copies per 

chromosome [1]. The polylinker has the NcoI (CCATGG) 

site for cloning at its 5′ end. However, the G nucleotide, 

after the ATG, modifies the codon for the second amino 

acid of the SP (5 ATG ATT AAA…). Because the amino 

acid sequences of SPs are very important targets during 

protein transport to the periplasmic space, it is necessary to 

retain  their  intact  sequences. For this reason, NcoI was 

substituted with NdeI (CATATG) using site-directed 

mutagenesis. Consequently, the NdeI site, localized at 

position 2699 in pTrc99A, had to be eliminated using a 

site-directed mutation, thus obtaining the derivative plas- 

mid pTrc99A2. Figure 1 depicts the chimeric proteins and 

the important restriction sites employed during the con- 

struction of the pAIDABglC and pAIDABglCRHis plas- 

mids. The figure also shows the sequences at the borders 

between each domain, the position of the His-tag in 

pAIDABglCRHis, and the OmpT protease-cleavage site. 

The calculated molecular weight of the chimeric protein, 

without the SP, is 103 kDa, and it was named P103. 

 
Whole-cell protease treatment analysis 

 
Trypsin cleaves proteins on the C-terminal side of lysine 

and arginine amino acid residues. By taking advantage of 

this characteristic, proteins attached and exposed externally 

on  the  cell  surface can  be  removed using trypsin. The 

linker region of the AIDA-I system and BglC have many 

sites that are susceptible to trypsin hydrolysis. To demon- 

strate that BglC is displayed on the cell surface, whole cells 

of pAIDABglCRHis plasmid-transformed E. coli MS04 

were treated with trypsin. Cells carrying pTrc99A2 were 

used as a negative control. After growing, the cells were 

harvested, ‘‘shaved’’ with trypsin and subjected to OMPs 

purification. 

Figure 2a shows a polyacrylamide gel with the OMPs 

purified from trypsin-treated or untreated cells. In contrast 

to the negative control, the cells expressing the autodisplay 

system without the proteolytic treatment showed a band at 

the level of the 100-kDa protein marker. When the cells 

were treated with trypsin, this P103 protein band disap- 

peared. The OMPs were transferred to a nitrocellulose 

membrane  and probed with an  anti-His antibody and a 

signal  that  corresponded  to  protein  P103  was  revealed 

(Fig. 2b). The bands observed in Fig. 2a at approximately 

35 kDa correspond to the OmpF and OmpA. OmpC, which 

migrates together with OmpF, is not found in the figure 

because during the xylose growth adaptation, the parental 

E. coli strain JU15 [23] lost a 25,335-bp region of the 

genome that contains the ompC gene (unpublished data). 

 
Cellobiose fermentation and BglC activity 

 
To test whether the BglC attached to the surface was 

functional  and  that  the  introduction  of  the  His-tag  to 

 

 
Table  2  Growth and kinetic parameters of E. coli MS04 and derivatives 

 

Plasmid Carbon source µ (h-1) Ethanol yield 

(% of the maximum theoretical) 
Cell massa

 

(g CDW/l) 

Without plasmid Glucose 0.306 (0.003) 93 (1.6)  1.87 (0.17) 
pTrc99A2 Glucose 0.265 (0.006) 84 (1.9)  1.47 (0.21) 
pAIDABglCRHis Glucose 0.159 (0.012) 82 (1.4)  0.93 (0.41) 
pAIDABglCRHis Glucose and cellobiose 0.167 (0.004) 80 (0.8)  1.28 (0.11) 
pAIDABglCRHis Cellobiose 0.121 (0.004) 81 (1.2)  1.14 (0.02) 
pAIDABglC Cellobiose 0.127 (0.011) 84 (1.8)  1.02 (0.16) 

Values in parenthesis indicate SD 
a  

Cell mass was obtained at the onset of the stationary phase
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Table 3  BglC activity with whole cells during their  growth in fer- 

mentation conditions 
 

Plasmid MS04 

grown in 

 

pNPGase 

activity 

(U/gCDW) 

 

Cellobiase 

activity 

(U/gCDW) 
 

pAIDABglCRHis Glucose  4.6 (0.4) ND 

pAIDABglCRHis Cellobiose 42.4 (3.3) 171 (17) 

pAIDABglC Cellobiose 47.9 (2.2) 173 (6.3) 

Values in parenthesis indicate SD 

ND not determined 

 

 

 
 

Fig. 2  Protease treatment analysis of E. coli MS04 transformed with 

pAIDABglCRHis. a   SDS-PAGE  and   b  Western  blot  showing 

protease accessibility of BglC  attached to the surface of the 

outer membrane. PM is the protein marker; P103 is the protein 

product of pAIDABglCRHis without the SP, and represents the sum 

of AIDA-I TU and BglC. The plasmid pTrc99A2 was  employed 

as a negative control. The symbol minus in  the  line of 

pAIDABglCRHis means proteins from cultures carried out with 

MSO4/pTrc99A2 

 
 

pAIDBglCRHis did not affect BglC properties, we 

fermented  40 g/l  cellobiose  as  the  sole  carbon  source. 

Figure 3a shows cell growth, cellobiose consumption, and 

ethanol production during the fermentation of E. coli MS04 

cells carrying pAIDABglC or pAIDABglCRHis. The spe- 

cific growth rate (µ), ethanol yield and maximum cell 

biomass reached are shown in Table 2. During these fer- 

mentations,  we  observed  that  MS04  transformed  with 

either of the plasmids displayed almost identical kinetics 

(Fig. 3a), with a µ of 0.121–0.127 h
-1 

(Table 2). Similarly, 

both  cultures  reached  a  similar  maximum   cell  mass, 

depleted the cellobiose at almost the same time, and pro- 

duced similar titers of ethanol (Fig. 3a;  Table 2). These 

results prove that the TVSS, specifically  the AIDA-I sys- 

tem, permits the display of BglC in an active form and that 

E. coli MS04/pAIDABglC or  pAIDABglCRHis can fer- 

ment cellobiose into ethanol. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fig. 3  a  Cellobiose  fermentation  kinetics  by   MS04/pAIDABglC 

(empty symbols) and MS04/pAIDABglCRHis (filled symbols). b Fer- 

mentation  kinetic of a mix of cellobiose and glucose by MS04/ 

pAIDABglCRHis 

 
 

Taking  advantage  of  the  fact  that  BglC  cellobiase 

activity is not inhibited in the presence of 20 g/l glucose 

[8], we cultured cells using a mix of cellobiose (20 g/l) and 

glucose (20 g/l). The cell growth, cellobiose and glucose 

consumption, and ethanol production during the fermen- 

tation are shown in Fig. 3b. During the first 18 h of fer- 

mentation, glucose was consumed in preference to 

cellobiose; subsequently, the rate of cellobiose consump- 

tion increased dramatically and cellobiose was depleted, 

prior to glucose, within 48 h of fermentation. The µ, eth- 

anol yield, and maximum cell biomass reached are shown 

in Table 2. 

To determine whether the expression level of the AIDA- 

BglC  system  hampered  cell  growth,  cultures  in  40 g/l 

glucose  of  cells  carrying  either  pAIDABglCRHis,  the 

empty vector (pTrc99A2), or no plasmid were performed. 

Using data from the cultures of E. coli MS04/pAID- 

ABglCRHis in cellobiose for comparison, Fig. 4 shows the 

cell growth, carbon source consumption, and ethanol pro- 

duction  during the  fermentations. Table 2  shows the µ, 

ethanol yield and maximum cell biomass reached during 

these cultures. The cells without plasmid displayed the 

highest rate of exponential growth, followed by E. coli 

MS04/pTrc99A2. The cells with plasmid pAIDABglCR- 

His, in glucose, displayed a significant higher rate of 

exponential growth than the cells grown in cellobiose, but a 

significant lower rate than MS04 cells transformed with 

pTrc99A2. 
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Fig. 4  Glucose fermentation by MS04-carrying plasmid  pTrc99A2, 

pAIDABglCRHis, or without plasmid. The  data from the 

cultures with E. coli  MS04/pAIDABglCRHis in cellobiose are 

included for comparison 
 

 
 

As expected,  E.  coli  MS04 without plasmid had  the 

highest carbon source consumption rate, consuming all 

glucose within 24 h (Fig. 4b). The cells carrying pTrc99A2 

required 18 further hours to consume the glucose, and cells 

carrying   pAIDABglCRHis   in   glucose   or   cellobiose 

required two further days to consume the carbon sources. 

Importantly, even though the cells carrying pAID- 

ABglCRHis and grown in glucose showed a higher µ than 

the cells grown in cellobiose, both required the same time 

to consume the carbon source. MS04 without plasmid 

reached a titer of 17.1 g/l ethanol with a yield of 93 % of 

the  theoretical  maximum  (Table 2).  The  cells  carrying 

plasmids  reached  titers  of 15–17 g/l  (Fig. 4c), but their 

ethanol yields were 81–84 % of the theoretical maximum 

(Table 2). 

 

To determine the extent of BglC activity in the cells 

during fermentation, the cells carrying pAIDABglC or 

pAIDABglCRHis were harvested when they reached 0.37 

gCDW/l (1 DO600) and their activities measured using pNPG 

and cellobiose as substrates. During cellobiose fermenta- 

tion, the cells were induced from the beginning with IPTG 

to consume the carbon source. The BglC kinetic parameters 

obtained with whole cells are shown in Table 3. The cells 

grown in cellobiose and carrying any of the plasmids had 

no  significant differences in  BglC activity, and in  both 

cases, a three-fold higher cellobiase activity was observed 

than pNPGase activity. Although the cells grown in glu- 

cose were not induced, they displayed pNPGase activity 

because the AIDA-BglC system is controlled by the strong 

promoter trc, which has a high basal level of transcription 

[1]. However, the cellobiase activity of MS04/pAID- 

ABglCRHis grown in glucose was not determined because 

it was too low, and the glucose released from the cellobiose 

during the assay did not accumulate because the cells 

consumed it. 

 
Effect of ethanol on the activity and stability 

of MS04-attached BglC 

 
To determine the inhibition and stability of BglC in the 

presence of ethanol, MS04/pAIDABglCRHis cells were 

grown in a flask containing LB, and the cells were induced 

using IPTG for BglC production. The cellobiase activity of 

BglC was measured in the presence of different concen- 

trations  of  ethanol.  As  shown  in  Fig. 5a,  the  relative 

activity decreased slightly, in a linear trend, with increasing 

ethanol concentration. To measure BglC stability, the cells 

were incubated at 37 °C with different concentrations of 

ethanol, and the residual activity was measured using 

pNPG. As shown in Fig. 5b, BglC was very stable in the 

presence of 40 g/l of ethanol after 2 days of incubation and 

even 120 g/l ethanol had little effect on BglC stability. 

 

 

Discussion 

 
Cellobiose plays an important role during cellulose 

hydrolysis because it inhibits directly the action of endo- 

and exocellulases [3]. Although the inhibition can be 

alleviated by adding -glucosidases [3], it would be more 

advantageous to develop an ethanologenic E. coli strain 

with the capacity to consume cellobiose. This would be one 

step in the consolidated bioprocessing (CBP) where the 

fermentation and depolymerization process could be con- 

ducted in a single reactor without adding -glucosidases 

and cellulases. 

The characteristics of the enzymes that would be 

employed  in  CBP  have  to  be  well  matched  with  the
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Fig. 5  Effect of ethanol at different concentrations on the a activity 

and b stability of BglC attached to the outer  membrane of 

MS04/ pAIDABglCRHis 

 
 
 

microorganism growth conditions. For that reason, in this 

study, the ethanologenic E. coli strain MS04 was provided 

with the ability to consume cellobiose by secreting BglC 

from T. fusca. During cellobiose fermentation experiments, 

the cells carrying the AIDA-BglC system were induced 

with 10 µM IPTG; previously, in flask cultures with glu- 

cose as the carbon source, it was found that induction with 

higher IPTG concentration the cell growth was hindered. 

After constructing the AIDA-BglC system, the OMPs of 

MS04 cells transformed with pAIDABglCRHis were ana- 

lyzed using SDS-PAGE revealing the protein P103. This 

protein  disappeared  following  protease  treatment   and 

MS04 cells that carried this plasmid fermented cellobiose 

to ethanol efficiently. Together, these data demonstrate that 

an active form of BglC was attached to the external surface 

of the outer membrane. To confirm that the P103 band 

corresponded to the chimeric protein formed from the TU 

and BglC, we performed a Western blot. A signal was 

observed in the lane corresponding to the cells that 

expressed the  AIDA-BglC system that  were not treated 

with trypsin (Fig. 2b). Additionally, a weak protein band is 

observed below the 55-kDa marker, which corresponded to  

BglC (53.4 kDa) that detached from the outer membrane 

[36]. OmpA has a trypsin-susceptible periplasmic moiety; 

hence, OmpA from cells with a disrupted outer membrane 

becomes sensitive to trypsin and can be used to evaluate 

outer membrane integrity [20, 24]. A comparison of the 

OMPs following trypsin treatment does not reveal any 

change in OmpA, proving that the anchored BglC did not 

affect the integrity of the cell envelope. 

The  first attempt  to  produce ethanol  from cellobiose 

using an ethanologenic E. coli was performed by Moni- 

ruzzaman et al. [28] and by expressing the Klebsiella 

oxytoca casAB  operon  in plasmid, E. coli K011 fermented 

90 g/l cellobiose and produced 45.4 g/l of ethanol with a 

theoretical  yield  of  greater  than  94 %.  Notably, in  this 

study, we obtained a yield of 84 %, but we used a mineral 

medium supplemented with 40 g/l cellobiose instead of a 

rich medium (LB) as was used by Moniruzzaman et al. 

[28]. Moreover, a major disadvantage of employing rich 

medium is the increase in process cost. Recently, Vinuselvi 

and Lee [38] introduced a constitutive  promoter on the 

cryptic  chb  and  asc  operons  of  E.  coli  MG1655  and 

adapted this strain for cellobiose consumption. The new 

strain, CP12CHBASC30, was capable of growth under 

aerobic  conditions and  used  4 g/l  cellobiose  in  mineral 

medium, consuming 3 g/l and reaching 1.7 DO600   in 24 h, 

whereas in this study, E. coli MS04 fermented approxi- 

mately  7 g/l  cellobiose  directly  to  ethanol  within  24 h. 

Furthermore, in our opinion, the attachment of a -gluco-

sidase to the cell surface, such as BglC, which has the 

capacity to hydrolyze a wide range of cellooligosaccha- 

rides [36, 37], is more efficient than a simple capacity to 

metabolize one disaccharide (cellobiose) only. 

The potential of T. fusca-derived BglC for metabolizing 

cellobiose by E. coli has been demonstrated recently by 

Tanaka et al. [37]. BglC was attached to the cell surface of 

E. coli JCM20137, and subsequently, the cells were grown 

in mineral medium containing 2 g/l cellobiose under aer- 

obic conditions and reached 1 DO600   in 20 h. In our study, 

using the AIDA-I system to induce BglC surface display, 

the  fermentation  of  40 g/l  cellobiose  into  ethanol  was 

performed in a mineral medium by an E. coli strain that 

was previously metabolically engineered to produce etha- 

nol as the sole fermentation product [9, 23]. Within 24 h, 

the strain MS04/pAIDABglCRHis reached approximately 

0.9 DO600    (0.33 gCDW/l),  and within 60 h, the  maximum 

cell biomass was 2.8 DO600    (1 gCDW/l, Fig. 3).  The cells 

required 72 h to consume 40 g/l of cellobiose (Fig. 3) and 

produced 17.0–17.9 g/l of ethanol (Fig. 3) with a yield that 

was 81–84 % of the theoretical  maximum (Table 2). To 

our knowledge, this is the first  report that shows the fer- 

mentation of cellobiose into  ethanol by an ethanologenic 

E. coli strain using a mineral medium. Furthermore, these
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results demonstrate that BglC is compatible with E. coli 

growth conditions, as reported by Tanaka et al. [37], and 

demonstrate the great potential of the TVSS (AIDA-I) as a 

tool for depolymerase secretion in the area of lignocellu- 

losic bio-commodities production. 

It is well known that commercial -glucosidases, 

including the widely employed -glucosidases from 

Aspergillus niger, are inhibited profoundly by glucose [3]. 

However, Ferchak and Pye [8] reported that BglC was not 

inhibited during cellobiose hydrolysis until 50 g/l of glu- 

cose was present in the reaction. This characteristic can be 

employed, for example, in a pre-saccharification and sub- 

sequent simultaneous saccharification and fermentation 

process (SSFP): i.e., the glucose released during the pre- 

saccharification step will not inhibit BglC attached to 

MS04, permitting the hydrolysis of the cellobiose released 

by the cellulases during the SSFP and eliminating the endo 

and exo-cellulases inhibition by cellobiose. To study the 

performance of BglC attached on the cells using a mix of 

glucose and cellobiose, fermentations with 20 g/l of each 

sugar were performed. As shown in Fig. 3b, BglC hydro- 

lyzed the cellobiose and allowed the co-fermentation of 

both  sugars  within  48 h  resulting  in  a  yield  of  80 % 

(Table 2).  MS04/pAIDABglCRHis  cells  grown  in  the 

mixture  of  sugars  consumed  both  carbon  sources  12 h 

before the cells that were grown in cellobiose (Fig. 3a) and 

showed almost 40 % higher µ (Table 2) due to the pres- 

ence of glucose in the mix. These results show the potential 

of  BglC  for  use  in  pre-saccharification and  subsequent 

SSFP, because BglC eliminated the cellobiose-induced 

inhibition of the endo- and exocellulases more efficiently 

than commercial -glucosidases. 

Plasmid synthesis and maintenance impose a metabolic 

burden to cells. For example, Martinez et al. [21] reported 

that the addition of pUC19 to the ethanologenic E. coli 

LY01 reduced the growth rate dramatically and reduced the 

ethanol  yield  by  approximately  50 %  compared  to  the 

unmodified LY01. To verify whether the introduction of 

plasmids for BglC secretion hampered MS04 growth, fer- 

mentations in glucose with pAIDABglCRHis or pTrc99A2 

were performed. As expected, the transformation with the 

empty plasmid pTrc99A2 significantly reduced the µ and 

ethanol yield by 13 and 10 %, respectively, compared to 

MS04  without  plasmid  (Table 2).  For  this  reason,  the 

decrease in the ethanol yield observed with the cells car- 

rying the AIDA-BglC system grown in cellobiose com- 

pared with MS04 without plasmid in glucose cannot be 

ascribed to expression and activity of BglC only. Indeed, 

the growth of MS04 with pAIDABglCRHis (a larger 

plasmid than pTrc99A2) in glucose significantly reduced 

the µ by 40 % compared with MS04 carrying pTrc99A2. 

Additionally, a comparison of the cell biomass (Table 2), 

shows  that  cells  with the AIDA-BglC system grown in 

either  glucose, cellobiose  or the  mix  of sugars reached 

between 30 and 50 % significant less cell biomass than 

MS04 without plasmid. 

During the BlgC activity assays, the cells carrying 

pAIDABglC or pAIDABglCRHis showed almost identical 

cellobiase and pNPGase activities, indicating that insertion 

of the His tag does not reduce BglC activity. Although we 

did not find more examples of -glucosidase attachment in 

E. coli in the literature, this approach has been employed 

widely in Saccharomyces cerevisiae. McBride et al. [26] 

displayed the Saccharomycopsis fibuligera-derived -glu-

cosidase BGL1 on S. cerevisiae, thus obtaining the strain 

Y294[ysFI],  which had  an  pNPGase activity  of  112 U/ 

gCDW during exponential cell growth (0.155 h
-1

) on cel- 

lobiose in anaerobic conditions. Interestingly, in our study, 

MS04 carrying pAIDABglC or pAIDABglCHis and 

grown in cellobiose showed a µ of  0.121 and 0.127 h
-1

, 

respectively, which are similar to those of Y294[ysFI] [26]. 

In  the  case  of  the  pNPGase  activities shown by MS04 

carrying the AIDA-BglC  system (Table 3), we observed 

60 % lower activities than S. cerevisiae Y294[ysFI]. It is 

important to mention that the pNPGase activity of S. ce- 

revisiae Y294[ysFI] was obtained during the exponential 

cell growth phase, whereas pNPGase activities shown in 

our study were obtained after exponential cell growth when 

the cells reached 0.37 gCDW/l  (1 DO600;  Fig. 3). Another 

important note is that E. coli MS04 possesses the outer 

membrane  protease OmpT, which is  reported  to  cleave 

surface-exposed passenger proteins [24]. In our case, the 

presence of OmpT did not interfere with the cell-surface 

display of BglC because the BglC provided sufficient 

activity to allow E. coli MS04 to grow on cellobiose. 

Cellulases and -glucosidases employed in CBP or SSFP 

must tolerate the presence of ethanol and other inhibitors to 

function. For this reason, and as a first approach, the study of 

BglC in the presence of ethanol was performed. Although 

MS04 produced less than 20 g/l of ethanol in our study, the 

inhibition and stability of cell-attached BglC by ethanol was 

evaluated  at  up to  120 g/l.  The  activity  of BglC in  the 

presence of 10 and 20 g/l of ethanol was decreased to 95 and 

93 %, respectively (Fig. 5a), and the enzyme was stable 

when it was incubated at 37  C for 48 h in medium con- 

taining 40 g/l ethanol (Fig. 5b), which is consistent with the 

results obtained during cellobiose fermentations because 

BglC activity and stability must be retained to hydrolyze 

cellobiose during culturing. At the maximum concentration 

of  ethanol  evaluated  (120 g/l),  BglC  retained  a  relative 

activity of 72 % (Fig. 5a) and was quite stable (Fig 5b). 

Notably, during the stability experiments, the cells treated 

with or without ethanol lysed during the incubation. This 

finding could underlie the slight increase in relative activity 

in  control-  or 40 g/l  ethanol-treated cells  (Fig. 5b).  It is 

possible that the cells retained sufficient intracellular BglC,
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which provided the increase in activity when it was released 

into the medium following cell lysis. Although cells were 

lysed, the control BglC activity did not decrease during the 

experiment, indicating that the enzyme was stable even in 

the presence of proteases. Thus, the decrease in relative 

activity during the incubation with 120 g/l ethanol can be 

ascribed to the ethanol and not to proteolysis. 

In conclusion, the TVSS (AIDA-I) allowed the secretion 

of T. fusca-derived BglC in E. coli MS04, thus permitting 

the fermentation of cellobiose into ethanol without adding 

external  -glucosidases  and  allowing the  use  of  simple 

mineral media. Furthermore, the AIDA-I system attached 

BglC without affecting the outer membrane integrity. This 

approach is one important step in  developing CBP. An 

important part of CBP is the use of cellulases that possess a 

pH and hydrolysis temperature that is compatible with the 

growth conditions of the ethanologenic microorganism. In 

addition, cellulases must retain activity and be stable in the 

presence of ethanol during fermentation. Because E. coli 

has an optimum pH and temperature for growth of 7 and 

37 °C, respectively, suitable cellulases for E. coli-mediated 

CBP, such as BglC, are required. Finally, ethanologenic 

E. coli strain MS04 displaying BglC permits to carry out 

fermentations with a mixture of glucose and cellobiose, 

showing its potential for pre-saccharification and sub- 

sequent SSFP. 
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ANEXO 2 

 

En el presente anexo se muestra el manuscrito de revisión sometido para su publicación en 

la revista "Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology" con fecha 10 de 

noviembre del 2012.  
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Abstract 

 

Escherichia coli can ferment a broad range of sugars, including pentoses, hexoses, uronic 

acids and polyols. These features make E. coli a suitable microorganism for the 

development of biocatalysts to be used in the production of biocommodities and biofuels by 

metabolic engineering. E. coli cannot directly ferment polysaccharides because it does not 

produce and secrete the necessary saccharolytic enzymes; however, there are many genetic 

tools that can be used to confer this ability on this prokaryote. The construction of 

saccharolytic E. coli strains will reduce costs and simplify the production process because 

the saccharification and fermentation can be conducted in a single reactor with a reduced 

concentration or absence of additional external saccharolytic enzymes. Recent advances in 

metabolic engineering, surface display and excretion of hydrolytic enzymes provide a 

framework for developing E. coli strains for the so-called consolidated bioprocessing. This 

review presents the different strategies toward the development of E. coli strains that have 

mailto:alfredo@ibt.unam.mx


Anexo 2 
 

 
73 

the ability to display and secrete saccharolytic enzymes to hydrolyze different sugar-

polymeric substrates and reduce the loading of saccharolytic enzymes. 

 

Keywords 

 

Escherichia coli; Metabolic engineering; Biocommodities; Polysaccharides; Saccharolytic 

enzymes secretion 

 

Introduction 

 

Currently, the world is facing the end of the availability of abundant and cheap oil [8, 60, 

61, 70]. Several countries are hungry for energy and the global oil production has reached 

its peak [8, 60, 61, 70]. Additionally, the pollution produced by burning fossil fuels has 

caused a massive accumulation of greenhouse gases in the atmosphere [37]. For these 

reasons, it is imperative to produce chemicals from renewable and environmentally friendly 

resources. One such option is the transformation of sugars by fermentation processes into 

metabolites that can replace petrochemicals [18]. 

 

Lignocellulose, the most abundant biopolymer on earth, is a material rich in fermentable 

sugars [88]. The transformation and use of this biopolymer does not compete with the chain 

production of foods. Among others, lignocellulose can be obtained from agricultural and 

forest residues, waste paper and dedicated lignocellulosic crops [25, 30, 53]. The 

lignocellulose structure is principally composed of three fractions: cellulose, hemicellulose 

and lignin [50, 75]. However, some lignocellulosic materials, such as sugar beet pulp, citrus 

peel and apple pomace, can also contain an important fraction of pectin [19]. Another good 

source of fermentable sugars is seaweed, which has the advantage that its production does 

not require arable land and fresh water; furthermore, lignin is present only in small amounts 

or is absent in this material [35, 39]. Although some seaweeds are farmed extensively in 

China, Japan and Korea for human consumption, there are many species that are not used 

for feed or food production and can potentially be used for the production of 

biocommodities [45, 84]. The carbohydrates that are found in seaweed are alginate, agar, 

ulvan, laminarim, mannitol, starch and cellulose [51, 72]. 

 



Anexo 2 
 

 
74 

To release the fermentable sugars in lignocellulose, the biomass is first subjected to a 

pretreatment process with the aim of making the carbohydrate polymers more accessible to 

the enzymes during the saccharification process, which is performed in some cases to 

hydrolyze a portion of the sugar polymers [14, 58, 59]. The pretreatment can be physical, 

chemical or a combination of both and will determine the optimal enzyme mixture required 

in the next step [14, 58, 59]. After pretreatment, the solids from the biomass are squeezed, 

washed and conditioned for the saccharification process, whereupon the polymers are 

hydrolyzed by the synergistic action of cellulases and β-glucosidases [9, 50]. If necessary, 

the enzymatic cocktail can be enriched with accessory enzymes, such as xylanases, β-

xylosidases, esterases, arabinosidases, pectinases, etc. [1, 6, 14, 26]. Additionally, the 

accessibility of cellulose to cellulases can be enhanced by the addition of non-hydrolyzing 

proteins that promote amorphogenesis [2] such as swollenins [12, 43]. In the case of 

seaweeds, the low content or absence of lignin allows for the release of some sugars with 

water after milling or crushing the biomass [35, 85]. The polymeric sugars can then be 

hydrolyzed with alginate lyases, laminarases, amylases, cellulases, etc. [65, 85]. The 

hydrolysis of lignocellulose and seaweed produces a wide variety of fermentable sugars 

including hexoses, such as glucose, mannose and galactose and pentoses, such as xylose 

and arabinose [50, 51, 72]. The hydrolysis of pectin-rich biomass and seaweeds also 

produces rhamnose, mannitol, and uronic acids, such as galacturonic, mannuronic and 

guluronic acids [19, 51, 72]. 

 

Escherichia coli is a Gram-negative bacterium that has the ability to ferment a broad range 

of substrates, including pentoses, hexoses, uronic acids and polyols [15, 38, 67]. Non-

pathogenic, industrial and laboratory E. coli strains can grow in mineral salt media without 

complex supplements [21, 56, 68, 82]. Although it is known that many of the toxic 

compounds that are formed during lignocellulose pretreatment can inhibit the fermentation 

performance of E. coli [29, 57], at present, there are reports of some engineered strains that 

are able to directly ferment the sugars obtained from the pretreated biomass even in the 

presence of toxic compounds such as hydroxymethylfurfural, furfural and acetate [21, 28, 

29]. From the microbiological, physiological and genetic points of view, E. coli is a well-

known microorganism. A wide array of genetic tools are available to facilitate its genetic 
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modification and this microorganism is widely used on an industrial scale to produce 

several biotechnological products [15]. For these reasons, E. coli has been the target of 

metabolic engineering for the production of commodity fuels and chemicals that can 

replace petrochemicals such as ethanol [21, 36, 68], butanol [7, 17, 27], lactate [81, 82], 

succinate [89], fatty alcohols [17, 79], fatty acids [17], fatty esters (biodiesel) [7, 79], 

pinene [7], methyl ketones [71], etc. To reduce costs and simplify the production process, a 

microorganism with the capacity to secrete saccharolytic enzymes and to ferment whole 

sugars into wanted biocommodities is required [66]. This idea was first presented in 1936 

by Veldhuis et al. [83]. It was first designated as Direct Microbial Conversion (DMC) [34] 

and later renamed Consolidated Bioprocessing (CBP) by Lynd [55]. By taking advantage of 

the aforementioned characteristics of E. coli, this microorganism is a good candidate for 

CBP. 

 

Although E. coli can ferment a broad range of sugars, it cannot hydrolyze polymeric sugars 

or oligosaccharides, such as cellodextrins or xylodextrins. This limitation has motivated the 

development of strategies for the secretion of saccharolytic enzymes to produce 

biocommodities directly from structural and storage sugars (i.e., without the addition of an 

exogenous saccharifying catalyst). The secretion of heterologous and homologous 

hydrolytic enzymes has many advantages. These enzymes have free access to insoluble 

substrates because cellulose and soluble oligosaccharides can be hydrolyzed without the 

need to cross the cell envelope. If the enzymes are attached to the cell surface, the 

biocatalyst becomes more stable. It can then be recovered with the cells for subsequent 

fermentations or saccharification processes. In the present review, we discuss the strategies 

that various research groups are developing for conducting CBP with E. coli. Specifically, 

we describe the state-of-the-art strategies for the secretion of saccharolytic enzymes. 

 

Cell surface display of saccharolytic enzymes 

 

The cell surface display of heterologous proteins has many biotechnological applications. 

These applications include the development of live vaccines [11, 52, 64], bioadsorbents for 

the removal of harmful chemicals and heavy metals [5, 86], high throughput screening of 

enzyme libraries [46, 54] and whole-cell biocatalysts [62, 76, 78, 80], among other 
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applications. Currently, the attaching of saccharolytic enzymes to E. coli for the hydrolysis 

of non-natural substrates is becoming more relevant for the production of biocommodities, 

especially for the secretion of enzymes involved in the depolymerization of low-cost 

polysaccharides [62, 76, 78, 80]. The cell surface is associated with the use of outer 

membrane proteins (OMP) as carriers. The passenger protein (secreted enzyme) is fused by 

its N- or C- terminus to the OMP, and when the chimeric protein arrives in the periplasmic 

space, the passenger protein is translocated across the outer membrane and anchored with 

the OMP (Figs. 1 and 2). Table 1 summarizes the reports and applications of the cell 

surface display of saccharolytic enzymes. 

 

Surface display using Outer Membrane Proteins (OMPs) from E. coli 

 

An important characteristic of OMPs is their β-barrel structure, which is formed by anti-

parallel transmembrane β-strands joined by loops [48]. In addition to their function as 

structural components, virulence factors and porins, OMPs are receptors of many phages 

[48]. Early studies with phage OMP-resistant mutants showed that mutations occurred in 

very specific areas, which suggests that these zones are cell surface-exposed loops that can 

be targets for the cell surface display of peptides or proteins [11, 24]. With this in mind, 

Freudl et al. [24] and Charbit et al. [10] fused a peptide by its N- and C-termini to an 

external loop of the OMPs OmpA and LamB, respectively. This sandwich conformation 

resulted in the presentation of the peptide at the cell surface (Fig. 1A). The use of surface-

exposed loops is restricted to small peptides because the insertion of large peptides or 

proteins can affect the assembly of the carrier protein into the outer membrane [91]. 

However, this strategy opened the door for the development of live vaccines by displaying 

epitopes [11, 52, 64]. These pioneering works served as the starting point of bacterial 

surface display. 

 

To display a complete protein, Francisco et al. [22] developed a secretion system consisting 

of the signal peptide and the first nine amino acids of the lipoprotein Lpp that was linked to 

five of the eight membrane-spanning loops of OmpA (Fig. 1B). In this case, the passenger 

protein was fused by its N-terminus to the C-terminus of Lpp-OmpA. This construction 

allowed for the display of the first saccharolytic enzyme in E. coli, the Cellulomonas fimi 
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exoglucanase Cex [23]. Recently, the OMP Blc was used to display the Thermobifida fusca 

β-glucosidase BglC [78, 80]. This enzyme was fused by its N- or C-terminus and secreted 

in an active form [80]. An engineered E. coli strain, which expressed the same system, 

hydrolyzed and fermented cellobiose into isopropanol [78]. 

 

Surface display using OMPs from other microorganisms 

 

One of the most popular carriers for cell surface display in E. coli is the ice-nucleation 

protein (INP) from Pseudomonas syringae. This OMP is produced from ice-nucleation-

active bacteria such as P. syringae, Xanthomonas campestris and Erwinia herbicola. It 

catalyzes the formation of ice on supercooled water [42, 44]. The first studies performed 

with INP expressed in E. coli demonstrated that the protein retains its function [69], which 

introduces the possibility of using INP as a carrier for the cell surface display of 

heterologous proteins. The structure of INP consists of three domains: the N-terminal 

hydrophobic domain, which interacts with the OM to attach the INP to the cell surface; the 

central hydrophilic repeated domain, which catalyzes the ice nucleation; and the C-terminal 

hydrophilic domain [42, 44]. To display a heterologous protein using this system, the N-

terminal domain of the protein is fused with the C-terminal domain of the INP (Fig 1C). 

Additionally, the internal repeated domain can be modulated in length, allowing the 

passenger protein to move further from or closer to the outer membrane (Fig. 1C) [42]. P. 

syringae INP has been used for the secretion of Bacillus subtilis carboxymethylcellulase 

[42, 46] and Clostridium phytofermentans endoglucanase [54]. However, its principal 

application is for the high throughput screening of glucanase libraries [46, 54]. 

 

PgsA is a protein that has been implicated in the synthesis of poly-γ-glutamate (PGA), a 

polymer produced from B. subtilis [4]. When PgsA was heterologously expressed in E. coli, 

the protein was detected in a cell membrane preparation [3]. With the use of PgsA as a 

carrier for cell surface display, Narita et al. [63] developed a secretion system that allows 

for the N-terminus fusion of the Streptococcus bovis α-amylase. The attachment of C. fimi 

xylanase Cex to PgsA results in increased enzyme stability [13]. The cell surface display of 

Cex increased the thermal stability of this enzyme and its activity over a broader pH range 

relative to the soluble enzyme [13]. Finally, PgsA was used for attaching a Clostridium 
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cellulolyticum endocellulase, exocellulase and β-glucosidase to the cell surface of an 

ethanologenic E. coli strain, which allowed for the direct fermentation of pretreated corn 

stover cellulose into ethanol [76]. 

 

Surface display via the Type V (autotransporter) system 

 

The autotransporter system that belongs to the type V secretion system is considered to be 

the simplest secretion system among Gram-negative bacteria [16, 33]. The complete 

information for protein secretion is contained within a single gene that produces a 

multidomain pre-protein that consists of an N-terminal signal peptide (SP), a passenger 

protein and a C-terminal translocation unit (TU) (Fig. 2A) [16, 41]. The SP directs the pre-

protein into the periplasmic space where it is cleaved by a signal peptidase. Subsequently, 

the passenger protein is translocated across the outer membrane by the TU, which is formed 

by a linker region and a β-barrel (at the C-terminus). The linker region anchors the 

passenger protein to the cell surface; in some cases, autotransporters process the passenger 

protein after it has been translocated, thereby releasing the protein into the milieu (Fig. 2B) 

[16]. To display a heterologous protein, the native sequence of the passenger protein is 

replaced with the heterologous protein sequence. The first autotransporter described was 

the immunoglobulin A1 (IgA1) protease of Neisseria gonorrhoeae [73] and this transporter 

was also the first autotransporter used for the cell surface display of a heterologous protein 

in E. coli [47]. However, the most commonly used autotransporter for displaying 

heterologous proteins is the adhesin involved in diffuse adherence (AIDA-I) of 

diarrheagenic E. coli [40, 41]. Recently, Muñoz et al. [62] used AIDA-I to attach the T. 

fusca β-glucosidase BglC in an ethanologenic E. coli strain for the hydrolysis and 

fermentation of cellobiose to ethanol. 

 

Secretion of saccharolytic enzymes into the milieu 

 

Non-complexed saccharolytic enzymes are secreted by their native organism to permit the 

hydrolysis of insoluble substrates. Additionally, cellulases and xylanases have 

carbohydrate-binding domains (CBDs) that allow these enzymes to be adsorbed onto 

insoluble substrates, thus bringing the catalytic domain into close proximity with the 
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substrate. These characteristics might allow similar secretion systems in E. coli to be 

developed to improve the hydrolysis process of polymeric sugars for the production of 

biocommodities. 

 

Secretion using the Type II and Type V (autotransporter) system 

 

Ag43 is an E. coli autotransporter encoded by the flu gene that confers the autoaggregation 

phenotype, and it is produced by many strains, including non-pathogenic species [92]. 

Although the passenger protein of Ag43 is cleaved after it has been translocated across the 

outer membrane (OM), this protein remains bound to the TU via noncovalent interactions 

[32, 92]. An aspartyl protease active site within the passenger protein has been postulated to 

be the site responsible for the autocleavage of the passenger protein (Fig. 2B) [32, 85]. To 

secrete Pseudoalteromonas sp. SM0524 alginate lyase (Aly) into the milieu, Wargacki et 

al. [85] replaced the TU with the aly gene while maintaining the aspartyl protease active 

site sequence (Fig. 2B and 2C). This construction was used for the fermentation of alginate 

from brawn macroalgae into ethanol with an engineered E. coli strain [85]. 

 

Unlike the autotransporter system, the type II secretion system (T2SS) is a complex 

structure that contains 12-15 different proteins and spans both the inner and outer 

membranes [49] (Fig. 3). The passenger proteins have an N-terminal signal peptide that 

directs the protein to the periplasmic space where the protein is folded and subsequently 

translocated across the outer membrane via the T2SS apparatus [49] (Fig. 3). Erwinia 

chrysanthemi is a plant pathogen and Gram-negative bacteria that secretes a battery of cell 

wall-degrading enzymes using the Out system, which belongs to the T2SS [31]. When the 

E. chrysanthemi out genes are cloned in E. coli, it is possible to drive the secretion of four 

pectate lyase isozymes [31], an exo-poly-α-D-galacturonosidase [31], a pectin 

methylesterase [31] and an endoglucanase [90] into the milieu, all of which are from the 

same microorganism. Edwards et al. [20] engineered an ethanologenic E. coli strain with 

the E. chrysanthemi out genes for the secretion of a pectate lyase and an oligogalacturonide 

lyase from the same bacterium. This allowed for the fermentation of sugar beet pulp into 

ethanol [20]. A limitation of the T2SS is the high specificity of its target proteins, even for 
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closely related bacteria. The E. chrysanthemi T2SS cannot secrete proteins from the 

Erwinia carotovora ssp. carotovora T2SS [31]. 

 

Secretion using extracellular proteins as carriers 

 

As OMPs can be used as carriers for cell surface display, extracellular proteins can be used 

as carriers for secreting enzymes into the milieu. YebF is an E. coli protein of unknown 

function that is secreted into the medium [87]. To study the secretion of YebF, Zhang et al. 

[87] fused the B. subtilis X-23 α-amylase to the C-terminus of YebF and discovered that 

most of the activity observed was detected in the medium. However, a more popular carrier 

is the osmotically inducible protein Y (OsmY), which was identified in an extracellular 

proteome analysis of E. coli by Qian et al. [74]. The potential of this carrier was 

demonstrated using the secretion of an E. coli alkaline phosphatase, a B. subtilis α-amylase 

and a human leptin; all of these proteins were fused by their N-termini to OsmY [74]. 

Subsequently, the application of OsmY in the production of biocommodities was 

demonstrated by the secretion of the Clostridium stercorarium endoxylanase catalytic 

domain and the Bacteroides ovatus xylanase for the hydrolysis of xylan and the production 

of fatty acid ethyl esters [79]. The hydrolysis of switchgrass for the production of butanol, 

pinene and fatty-acid ethyl esters was achieved via the secretion of the OsmY from Bacillus 

sp. D04 endocellulase and the C. stercorarium endoxylanase catalytic domain in a 

metabolically engineered E. coli strain that also expressed the Cellvibrio japonicus β-

glucosidase and xylobiosidase [7]. Furthermore, Zheng et al. [89] studied the hydrolysis of 

xylan for succinate production by combining endoxylanases and xylosidases from many 

bacteria (table II); the best combination was the Fibrobacter succinogenes endoxylanase 

with the Fusarium graminearum xylosidase. To improve xylan hydrolysis, the B. subtilis α-

arabinofuranosidase was also secreted using OsmY as the protein carrier in several 

constructions. 

 

Secretion by increasing Outer Membrane permeability 

 

Outer membrane leakage has been employed as a strategy of protein secretion instead of 

using secretion pathways or protein carriers [77]. An E. coli mutant that does not produce 
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the lipoprotein Lpp was used for the secretion of Bacillus halodurans C-125 xylanase and 

Clostridium thermocellum cellulase [77]. The enzymes were directed to the periplasmic 

space where they were subsequently secreted into the milieu as a result of the increased 

outer membrane leakage caused by the absence of Lpp [77]. However, the main 

disadvantage of this strategy is the damage to the cell envelope, which makes the cells more 

susceptible to any toxic compound present in the medium and/or to the produced 

biocommodity. 

 

Conclusions 

 

The secretion of heterologous proteins by E. coli has been a challenge since the beginning 

of biotechnology. However, this topic has reappeared for the development of CBP with E. 

coli. Many of the renewable sources of sugars are in polymeric forms and cannot cross the 

cell envelope. Therefore, these sugars must be enzymatically depolymerized into 

fermentable sugars. Although nonpathogenic laboratory strains of E. coli are not good 

protein secretors, many strategies have been developed to overcome this issue. Moreover, 

the secretion of saccharolytic enzymes and the production of biocommodities directly from 

polymeric sugars using E. coli has been already demonstrated, In the near future, some of 

these technologies will reach commercial scale. 
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Tables 

 

Table 1 Cell surface display of saccharolytic enzymes in E. coli and its applications 

Anchor Passenger protein(s) Application Source 

E. coli Lpp-OmpA C. fimi exoglucanase Hydrolysis of cellulose [23] 

E. coli Blc T. fusca β-glucosidase Hydrolysis of cellobiose [80] 

E. coli Blc T. fusca β-glucosidase Isopropanol production from cellobiose [78] 

E. coli AIDA-I T. fusca β-glucosidase Ethanol production from cellobiose [62] 

P. syringae INP 
B. subtillis 

carboxymethylcellulase 
Hydrolysis of carboxymethylcellulose [42] 

P. syringae INP 
B. subtillis 

carboxymethylcellulase 

High throughput screening of enzyme 

libraries 
[46] 

P. syringae INP 
Clostridium phytofermentans 

endoglucanase 

High throughput screening of enzyme 

libraries 
[54] 

B. subtilis PgsA Streptococcus bovis α-amylase Cornstarch hydrolysis [63] 

B. subtilis PgsA 

Clostridium cellulolyticum 

endocellulase, exocellulase and β-

glucosidase  

Ethanol production from corn stover 

cellulose 
[76] 

B. subtilis PgsA C. fimi xylanase Enhancing the stability of the enzyme [13] 
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Table 2 Secretion of saccharolytic enzymes in E. coli and its applications 

Secretion 

system 
Passenger protein(s) Application Source 

E. coli Ag43 
Pseudoalteromonas sp. SM0524 alginate 

lyase 

Ethanol production from brawn 

macroalgae 
[85] 

E. chrysanthemi 

out genes 

Erwinia chrysanthemi pectate lyases 

isozymes, exo-poly-α-D-galacturonosidase 

and pectin methylesterase 

Pectin hydrolysis [31] 

E. chrysanthemi 

out genes 
E. chrysanthemi endoglucanase Cellulose hydrolysis [90] 

E. chrysanthemi 

out genes 

E. chrysanthemi pectate lyase PelE and 

oligogalacturonide lyase Ogl 

Ethanol production from sugar beet 

pulp 
[20] 

E. coli OsmY B. subtilis α-amylase Starch hydrolysis [74] 

E. coli OsmY 

Clostridium stercorarium endoxylanase 

catalytic domain and Bacteroides ovatus 

xylanase 

Fatty-acid production from 

hemicellulose 
[79] 

E. coli OsmY 

Bacillus sp. D04 endocellulase, C. 

stercorarium endoxylanase catalytic 

domain 

Fatty-acid ethyl esters, butanol and 

pinene production from swithgrass 
[7] 

E. coli OsmY 

Fusarium graminearum endoxylanase, 

Clostridium stercorarium endoxylanase, 

Fibrobacter succinogenes endoxylanase; 

Bacteroides ovatus xylosidase, Bacillus 

pumilus IPO xylosidase, Selenomonas 

ruminantium xylosidase, F. graminearum 

xylosidase and B. subtilis α-

arabinofuranosidase 

Succinate production from xylan [89] 

E. coli YebF 
B. subtilis X-23 α-amylase 

Starch hydrolysis [87] 
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Figures 

 

Fig. 1 Examples of cell surface displays. a Insertion of a heterologous peptide within a loop 

of OmpA [24]. The peptide is attached by its N- and C-termini in a sandwich conformation. 

b Attachment of a heterologous enzyme by its N-terminus to the hybrid protein Lpp-OmpA 

[22]. c Attachment of a heterologous enzyme by its N-terminus to the INP [42]. The 

internal repeating domains can be modulated in length or removed. OM, outer membrane; 

PS, periplasmic space; aa, amino acid; OmpA, outer-membrane protein A; Lpp, lipoprotein; 

INP, ice nucleation protein. 
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Fig. 2 Secretion of heterologous enzymes using the autotransporter pathway. a The 

structure of the AIDA-I pre-protein autotransporter multidomain. The complete native 

passenger protein is substituted by the heterologous enzyme [62]. b The structure of the 

multidomain Ag43 pre-protein autotransporter. The aspartyl protease active site remains 

after replacing the passenger protein with the heterologous enzyme to allow for the 

secretion of the enzyme into the milieu [85]. c When the protein arrives in the periplasmic 

space, the SP is cleaved and the β-barrel is embedded in the OM. Subsequently, the 

passenger protein is translocated across the OM and attached to the cell surface by its C-

terminus via a linker (AIDA-I). Some autotransporters, such as Ag43, process the linker 

after the passenger protein is translocated, which releases the passenger protein into the 

milieu [85]. SP, signal peptide; TU, translocation unit; OM, outer membrane; PS, 

periplasmic space. 
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Fig. 3 Schematic representation of a type II secretion system. The passenger protein is 

folded in the PS and is subsequently secreted through the T2SS (type II secretion system) 

apparatus that consists of approximately 15 different proteins [49]. OM, outer membrane; 

PS, periplasmic space; IM, inner membrane. 
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ANEXO 3 

En el presente anexo se muestra un manuscrito de divulgación que fue publicado en el 

Diario la Unión de Morelos por medio de la Academia de Ciencias de Morelos el 26 de 

diciembre del 2011. 

EL ALCOHOL COMO BIOCOMBUSTIBLE. EL EJEMPLO BRASILEÑO. 

 

M en C Iván Muñoz Gutiérrez, Estudiante de Doctorado Instituto de Biotecnología de la 

UNAM. 

Dr. Alfredo Martínez Jiménez, Miembro de la Academia de Ciencias de Morelos, 

Investigador Titular del Instituto de Biotecnología de la UNAM Campus Morelos. 

 

México es un país que depende altamente del petróleo como fuente de energía. El sector 

transporte es el mayor consumidor con una participación alrededor del 50% [ver referencia 

1]. Sin embargo, el presente y futuro de este recurso es triste en el país. En 2004 PEMEX 

registró su máxima producción cercana a los 3.4 millones de barriles diarios y en los 

siguientes años inicio una disminución en este rubro [1]. Para el lapso de enero a 

septiembre de 2009, PEMEX produjo 2.6 millones barriles diarios, lo que representa una 

disminución en la producción del 23 % [1]. El decremento ha sido principalmente atribuido 

a la declinación de producción obtenida en la zona de Cantarell. Además, aunque México 

es productor de petróleo es un importador neto de petroquímicos. En el caso particular del 

sector transporte, en el 2001 se importó aproximadamente el 14% de las gasolinas 

consumidas en ese año, diez años después, en el 2011, este valor será cercano al 50%. Este 

sistema, de exportador de crudo e importador de gasolinas, constituye una ecuación 

incomprensible; además, por los precios del carburante en el territorio nacional, en el 

presente año esto representará un subsidio de alrededor de 170,000 millones de pesos. 

Aunado a esto, existen problemas serios de contaminación asociado a la explotación, 

refinación y uso del petróleo. Al liberar a la atmósfera el carbono que fue almacenado hace 

millones en lo profundo de la tierra, se ha creado un efecto invernadero, que está asociado 

al cambio climático mundial, el cual constituye un impacto global por el uso de 



Anexo 3 

 

 
97 

combustibles fósiles. A partir de la revolución industrial, las emisiones anuales del bióxido 

de carbono (CO2) a la atmósfera se han incrementado de forma exponencial, siendo el 

sector transporte el segundo contribuyente mundial de este tipo de emisiones [2]. 

 Una alternativa para solucionar estos problemas es la utilización de etanol 

carburante, uno de los alcoholes más simple que puede emplearse como combustible 

renovable en las máquinas de combustión interna actuales. De hecho, existen en el mercado 

mundial automóviles diseñados para funcionar con gasolina, etanol, gas o sus mezclas; este 

tipo de automóviles han sido denominados de combustible flexible (conocidos 

mundialmente como "Flex Fuel Cars"), y algunos de estos modelos son fabricados en el 

país. Uno de los países líderes en la producción de etanol carburante y uso de automóviles 

de combustible flexible es Brasil; donde en 2010 se produjeron en promedio 74 millones de 

litros diarios de etanol carburante y la comercialización de automóviles de combustible 

flexible representa actualmente más del 95 % de las ventas [3]. 

 El proceso para producir etanol como combustible es básicamente el mismo que se 

emplea en la industria de bebidas alcohólicas. Los sacáridos (o azúcares) provenientes de 

biomasa vegetal son fermentados a etanol con microorganismos como las levaduras o 

bacterias etanologénicas. En el caso de las bebidas alcohólicas, el etanol es parcialmente 

purificado y acondicionado para generar productos como la cerveza, ron, tequila, etc., con 

concentraciones de etanol que varían del 5 al 40% en volumen. Cuando el etanol es 

destinado para usarlo como combustible, este es destilado en varias etapas hasta alcanzar 

una concentración del 96%, para posteriormente eliminar la mayor cantidad de agua por un 

proceso de “secado” hasta lograr una concentración de etanol mayor al 99.5%. 

 La razón por la cual el etanol se considera un combustible renovable y amigable con 

el medio ambiente, es porque la materia prima para su producción es biomasa que se genera 

en los vegetales durante la fotosíntesis, al fijar energía solar y CO2 atmosférico (ver Figura 

1). Considerando únicamente el proceso de conversión de biomasa a etanol carburante, el 

CO2 formado durante la combustión del etanol en los autos, vuelve a ser consumido por los 

vegetales, creando un ciclo artificial con una emisión neta de CO2 a la atmosfera de cero. 

Sin embargo, es necesario considerar todas las etapas que constituyen la producción de la 

biomasa y el etanol para realizar un balance justo de reducción de emisiones netas de 

dióxido de carbono, lo cual constituye un análisis del ciclo de vida, para realizar un balance 
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justo de reducción de emisiones netas de CO2, ya que durante la producción de la biomasa 

también se utilizan insumos que generan este gas. En comparación con el uso de gasolina, 

los resultados de análisis de ciclo de vida han demostrado que la producción y uso de etanol 

carburante a partir de maíz en los EUA y remolacha azucarera en Francia, existe una 

reducción neta de emisiones de gases efecto invernadero del 14 y 25% respectivamente. De 

manera sobresaliente, este valor es ligeramente mayor al 90% cuando se utiliza caña de 

azúcar con las tecnologías desarrolladas por Brasil. La clave en esta importante diferencia 

se debe en gran parte a la utilización de bio-fertilizantes, en lugar de fertilizantes químicos, 

durante el cultivo de la caña, y al empleo del bagazo de caña, biomasa que se obtiene 

después de exprimir la caña de azúcar, como combustible en calderas de alta eficiencia, 

diseñadas especialmente para quemar residuos orgánicos con alto contenido de humedad. 

La combustión eficiente del bagazo de caña permite obtener toda la energía de proceso, en 

forma de vapor, para los ingenios y destilerías, y además permite generar el 3% de toda la 

energía eléctrica que se produce en Brasil. En otras palabras, se utiliza energía renovable 

(vapor generado a partir del bagazo de caña) para generar etanol carburante renovable. 

Estas estrategias son clave cuando se comparan con el combustóleo o carbón mineral 

(combustibles fósiles) que se utilizan en las plantas de producción de etanol carburante en 

los EUA y Francia, respectivamente, y el uso de fertilizantes químicos para la producción 

de maíz y remolacha azucarera. 

 Aunque muchas personas piensan que la producción de biocombustibles es algo 

nuevo, debemos mencionar que Brasil tiene más de 35 años de experiencia produciendo 

bioetanol a partir de caña de azúcar; y este fue usado hace más de un siglo en Brasil y los 

EUA como biocombustible para alimentar autos de combustión interna de esa época (ver 

Figura 2). Después de la crisis petrolera de 1973 se generó un punto de referencia clave 

para los biocombustibles, el gobierno brasileño implementó el programa nacional del 

alcohol (PróAlcool), cuyo objetivo era aumentar la producción de etanol para emplearlo 

como combustible en automóviles y de esa forma reducir su dependencia petrolera del 

extranjero. Mediante subsidios a los productores de etanol e inversión para el desarrollo de 

ciencia y tecnologías en la industria del alcohol, los brasileños han hecho muy eficiente su 

industria alcoholera y han obtenido variedades de caña de azúcar muy productivas. 

Actualmente, sin más subsidios, llenar el tanque del automóvil con alcohol en Sao Paolo o 
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Rio de Janeiro, sale más barato que llenarlo con gasolina (ver Figura 3). Para el caso de los 

EUA, primer productor mundial de etanol, su industria posee altos subsidios y sus cultivos 

requieren de una gran cantidad de fertilizantes y pesticidas que provienen del petróleo. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Automóvil antiguo de Brasil usando como combustible etanol y estación de 

combustible de etanol de inicios del siglo XX en los EUA. 

Figura 1. Ciclo del CO2 en biocombustibles.  

Producción de biomasa 

Bioetanol 

CO2 

Automóvil “Flex Fuel” 

Biorefinería 
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Figura 3. Expendio de combustible en Sao Paulo, Brasil, con los precios de combustibles 

en 2010, incluyendo el de etanol carburante (Álcool en Portugués). 

  

 Las tecnologías para la producción de biocombustibles de primera generación (es 

decir, los que son producidos a partir de alimentos) están prácticamente en su madurez. Y a 

pesar de que no se pueden considerar 100% renovables, si son más amigables con el 

ambiente que los combustibles fósiles. Además, son la plataforma para el desarrollo de 

nuevas generaciones de biocombustibles. 

 Brasil ha demostrado que con programas a largo plazo y estrategias 

gubernamentales bien planteadas y planeadas, se pueden hacer las cosas bien, tanto en los 

ámbitos agrícolas, biotecnológicos, ambientales y energéticos, como en los de políticas 

públicas, sociales, empresariales, lo que permite la reducción de la emisión de gases efectos 

invernadero. No debemos esperar a que nuestros recursos petroleros se agoten para cambiar 

hacia biocombustibles. ¿Por qué no producir etanol a partir de maíz o azúcar de caña en 

México? Porque el maíz blanco es base de la alimentación de la mayor parte de la 

población mexicana y cada año se importan más de ocho millones de toneladas de maíz 

amarillo, que aunque no se usan directamente para alimentación de la población, si es 

empleado para la crianza de animales. En este contexto es imperante resolver primero la 

situación de seguridad alimentaria y después pensar en otras aplicaciones para este tipo de 
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granos. Por otro lado, los costos de producción de la caña de azúcar en México, 

desafortunadamente, son los más altos a nivel mundial (más de 50 dólares EUA por 

tonelada, contra 12 en Brasil, para el 2010). Además, los precios del maíz subieron 

drásticamente a inicios del 2007 como consecuencia de que los EUA están destinando cerca 

del 15% de su producción de maíz a la manufactura de etanol y a inicios de 2011 subieron 

más a causa de fuertes heladas en la zona de Sinaloa, el principal estado productor de maíz 

blanco en México. En consecuencia la producción de etanol carburante a partir de estas 

materias primas, actualmente para México, no es viable ni sustentable desde el punto de 

vista económico y de seguridad alimentaria. En consecuencia, para producir etanol en 

nuestro país se deben buscar otras alternativas de materias primas que no originen una 

competencia con su uso como alimento y sean viables desde el punto de vista económico, 

de desarrollo rural y de generación de empleos, entre otros. Nuestro país necesita 

desarrollar su propia tecnología que se adapte a sus necesidades para tener una transición 

planeada y sustentable hacia estos combustibles. En una siguiente aportación, a esta 

columna, se describirán alternativas de fuentes de materia prima y tecnologías para 

producir etanol carburante en México. 
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ANEXO 4 

 

En el presente anexo se presenta el resumen de la participación en el "34
th

 Symposium on 

Biotechnology for Fuels and Chemicals" realizado en "New Orleans, LA, USA" del 30 de 

abril al 3 de mayo del 2012.  El trabajo se presentó de forma oral el 1 de mayo. 

 

Thermobifida fusca -glucosidase attachment to ethanologenic Escherichia coli outer 

membrane employing the type V secretion system 

 

Iván Muñoz-Gutiérrez, Guillermo Gosset, and Alfredo Martinez 

 

The attachment of the -glucosidase BglC from Thermobifida fusca to the outer membrane 

of the ethanologenic Escherichia coli strain MS04 (MG1655 ∆pflB, ∆adhE, ∆frdA, 

∆xylFGH, ∆ldhA, PpflB::pdcZm-adhBZm; evolved  in the presence of xylose and acetate) was 

performed using the AIDA-I system, with the purpose to produce ethanol from cellobiose 

and to reduce the addition of cellulases from pre-treated agricultural residues. Whole cell 

protease treatment, SDS-PAGE and western blot analysis demonstrated that BglC was 

attached to the external surface of the outer membrane. E. coli MS04 transformed with 

plasmid pAIDABglCRHis fermented 40 g/L cellobiose in mineral medium in 60 hours with 

an ethanol yield of 81% of the theoretical maximum. This study shows the potential of 

BglC and the type V secretion system (AIDA-I) as tools in the lignocellulosic bio-

commodities production. 
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ANEXO 5 

 

En el presente anexo se presenta el resumen de la participación en el XIV Congreso 

Nacional de Biotecnología y Bioingeniería, realizado en Juriquilla, Querétaro, México, del 

19 a 24 de junio del 2011. El trabajo se presentó de forma oral el 22 de junio. 

 

Anclaje de la beta-glucosidasa de Thermobifida fusca en la membrana de 

Escherichia coli etanologénica para metabolizar celobiosa a etanol 

Iván Muñoz Gutiérrez, Luz María Martínez Mejía, Guillermo Gosset Lagarda y Alfredo 

Martínez Jiménez 

 

Introducción 

La Adhesina Involucrada en la Adherencia Difusa (AIDA-I) de Escherichia coli 

enteropatogénica, es una de las proteína autotransportadoras más estudiadas para la 

secreción de proteínas heterólogas (1). Al reemplazar la región del gen que codifica para la 

Adhesina por la secuencia de una proteína de interés, se obtiene un sistema que permite 

anclar en la membrana externa de E. coli la proteína heteróloga (1). Emplear este sistema 

para la secreción de -glucosidasas en cepas de E. coli etanologénicas permitiría producir 

etanol directamente de celobiosa. El objetivo del presente trabajo fue anclar la beta-

glucosidasa (BglC) de Thermobifida fusca (activa a pH 7 y 37 ºC; 2), utilizando el sistema 

AIDA-I, en una cepa etanologénica de E. coli (3), para conferirle la capacidad de fermentar 

celobiosa a etanol. 

 

Metodología 

A partir de plásmidos disponibles (1, 2) se amplificaron el péptido señal (PS) el 

autotransportador AIDA-I, y el gen bglC de Thermobifida fusca. Los fragmentos se 

clonaron en pTrc99A (inducible por IPTG), generándose el plásmido pAIDABglCRHis. 

Para probar la funcionalidad del sistema, la cepa de E. coli etanologénica (3) fue 

transformada con dicho plásmido y se cultivó en medio mineral con glucosa (2 g/L) y 

celobiosa (8 g/L). Para evaluar la producción de etanol, se utilizó medio mineral solo con 
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celobiosa (10 g/L) en mini-fermentadores sin aireación (pH 7, 37
o
C, 150 rpm) Los 

experimentos se realizaron por duplicado. 

 

Resultados 

Como se observa en la Figura 1, el control negativo (cepa etanologénica sin el plásmido 

pAIDABglCRHis) dejó de crecer cuando se agotó la glucosa a las 10 horas, sin consumir 

celobiosa; mientras que las células con pAIDABglCRHis, presentaron un crecimiento 

diáuxico, generando más del doble de células, y consumieron ambas fuentes de carbono. La 

Figura 2 muestra el crecimiento, consumo de celobiosa y producción de etanol. Las células 

crecieron a una velocidad específica de crecimiento (µ) de 0.067 h
-1

, con una velocidad 

específica de consumo de celobiosa (qs) de 1.28 gCELOBIOSA gCELULAS
-1

 h
-1

. Estos valores 

reflejan de forma indirecta la actividad específica presente en el biocatalizador construido. 

Adicionalmente, una mayor expresión posiblemente genere una mayor velocidad de 

hidrólisis de celobiosa y por ende las células crecerían a una µ mayor. Los datos muestran 

que con una cantidad pequeña de células (0.02 a 0.5 g/L), se tiene un biocatalizador que 

permite hidrolizar y convertir 10 g/L de celobiosa en etanol con una eficiencia del 80% 

respecto al máximo teórico en 36 horas. 
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Figura 1. Cinética de crecimiento de E. coli etanologénica transformada con el plásmido 

que le confiere la capacidad de anclar BglC en la membrana externa. Control negativo: E. 

coli etanologénica transformada con pTrc99A. 



Anexo 5 
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Figura 2. Cinética de crecimiento, consumo de celobiosa y producción de etanol con  E. 

coli etanologénica transformada con pAIDABglCRHis. 

 

 

Conclusiones 

La proteína autotransportadora AIDA permitió anclar la BglC de T. fusca en la membrana 

externa de E. coli etanologénica. El correcto anclaje de BglC se comprobó fermentando 

celobiosa a etanol, lográndose una eficiencia del 80% del máximo teórico de conversión de 

celobiosa en etanol. 
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