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RESUMEN 
El poli-3-hidroxibutirato (P3HB) es un plástico biodegradable cuya ruta de biosíntesis 

requiere acetil-CoA como precursor y NADPH como cofactor. E. coli ha sido utilizada como 
modelo heterólogo para la producción de P3HB, con la desventaja que durante el catabolismo 
de la glucosa el NADPH se produce de forma limitada y el acetil-CoA es convertido a ácido 
acético y dirigido al ciclo de Krebs. La enzima gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
(GAPDH) dependiente de NAD+ (GAPDH-NAD+), codificada por gapA, es esencial para 
sostener la función glucolítica mediante la ruta Embden-Meyerhoff-Parnas y es clave para la 
regeneración del cofactor NADH. En ausencia de la enzima GAPDH-NAD+, la función 
glucolítica en E. coli puede ser restaurada mediante la expresión heteróloga de una GAPDH 
dependiente de NADP+ (GAPDH-NADP+), lo que además eleva los niveles intracelulares de 
NADPH. En este trabajo, se incrementaron los niveles de NADPH mediante la expresión del 
gen que codifica para la enzima GAPDH-NADP+ de Streptococcus mutans (gapN); se eliminó 
la principal vía de producción de ácido acético (AckA-Pta) y se sobre-expresó la vía de síntesis 
de P3HB de Azotobacter vinelandii (PHBAv) para mejorar la producción del P3HB en E. coli 
MG1655. Cuando gapA fue eliminado y gapN fue sobre-expresado por un promotor fuerte (trc) 
mediante un plásmido (cepa MG1655∆gapA::gapN/pTrcgapN), las tasas de crecimiento y 
consumo de glucosa fueron 15% y 25% menores a las de la cepa silvestre. La relación 
NADPH/NADP+ incrementó 2 veces, pero la relación NADH/NAD+ disminuyó 25%, lo que 
aumentó 3 veces la relación NADPH/NADH. Dada la importancia del NADH en el transporte 
de electrones, la tasa específica de respiración y los niveles energéticos (ATP/ADP) 
disminuyeron 17% y 54% respectivamente, lo cual correlacionó con la sub-expresión de genes 
de la cadena respiratoria y fosforilación oxidativa (ndh, cydA, cyoB y atpA). Además, el 
rendimiento de CO2 por mol de glucosa disminuyó un 40% y el rendimiento de síntesis de ácido 
acético aumentó un 22%, lo cual coincidió con la sub-expresión de genes de la vía de las 
pentosas fosfato y del ciclo de Krebs. MG1655∆gapA::gapN/pTrcgapN fue transformada con 
el plásmido pPHBAv para producir P3HB, pero el rendimiento de producción de P3HB fue solo 
10% mayor que en la cepa silvestre, atribuible a la deficiencia energética y a la alta producción 
de ácido acético. Posteriormente, se generó la cepa E. coli ∆ackA-pta/pTrcgapN, la cual no 
produce ácido acético; conserva el gen gapA en el cromosoma y sobre-expresa a gapN, 
permitiendo producir tanto NADH como NADPH durante la ruta EMP. Esta estrategia permitió 
incrementar 1.8 veces la relación NADPH/NADH sin disminuir drásticamente los niveles de 
NADH. Como resultado del aumento en los niveles de NADPH y la eliminación de la síntesis 
de ácido acético, el rendimiento de acumulación de P3HB (gPHB/gGLC) incrementó un 30% 
comparado con la cepa silvestre, lo que corresponde al 73% del rendimiento máximo teórico 
(0.48 gPHB/gGLC); demostrando que la sobreexpresión de gapN y eliminación del operón ackA-
pta permitieron mejorar la disponibilidad de precursor acetil-CoA y del cofactor NADPH, 
favoreciendo la acumulación de P3HB. 
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ABSTRACT 

The biosynthesis of polhydroxybutyrate (P3HB), a biodegradable bio-plastic, requires 
acetyl-CoA as precursor and NADPH as cofactor. E. coli has been used as a heterologous 
production model for P3HB, but metabolic pathway analysis shows a deficiency to sustain high 
levels of NADPH and the acetyl-CoA is mainly converted to acetic acid and it is directed to 
Krebs cycle. The NAD+-dependent glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase (NAD+-

GAPDH) is a key enzyme of Embden-Meyerhoff-Parnas pathway to sustain the glycolytic 
function in Escherichia coli and to generate NADH. In absence of NAD+-GAPDH activity, the 
glycolytic function can be restored through NADP+-dependent GAPDH heterologous 
expression and increase NADPH levels. The goal of this work was to boost the pool of NADPH, 
abolish the production of acetate and increase the production of P3HB in E. coli MG1655 
through the heterologous expression of the NADP+GAPDH gene (gapN) from Streptococcus 
mutans, deleting the main acetate production pathway (AckA-pta) and over-expressing the 
P3HB synthesis pathway from A. vinelandii (PHBAv). When gapA was eliminated and gapN 
was overexpressed by the constitutive trc promoter in a multicopy plasmid (strain E. coli 
∆gapA::gapN/pTrcgapN), the specific growth and glucose consumption rates decreased 15% 
and 25% in comparison with wild type strain. The NADPH/NADP+ ratio increased 2 times but 
NADH/NAD+ ratio decreased 25% increasing 3 times the NADPH/NADH ratio. Because 
NADH plays a key role in the electron transport, the specific respiration rate and energy levels 
(ATP/ADP) decreased 17% and 54%, respectively, correlating with a down-expression of the 
respiration chain and oxidative phosphorylation genes (ndh, cydA, cyoB y atpA). Besides, the 
yield of CO2 per mol of glucose decreased 40% and the yield of acetic acid synthesis increased 
22%, which was consistent with a down-expression of pentoses phosphate and Krebs cycle 
genes. MG1655∆gapA::gapN/pTrcgapN carrying pPHBAv plasmid was used to produce 
P3HB. However, the P3HB yield on glucose increased only 10 % respect to that in wild type 
strain, attributable to low energy levels and to high production of acetic acid. Therefore, the 
acetic acid was abolished in the strain E. coli ∆ackA-pta/pTrcgapN, which keeps gapA in 
chromosome and overexpresses gapN, allowing increase 1.8 times the NADPH/NADH ratio. 
As a result of  high NADPH levels and the acetic acid elimination, the yield of P3HBon glucose 
(gPHB/gGLC) increased 30% as compare with wild type strain, which is 73% of  theoretical 
maximum yield (0.48 gPHB/gGLC), proving that overexpression of gapN and the ackA-pta 
elimination improves acetyl-CoA availability and NADPH pool increasing P3HB 
accumulation. 
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 INTRODUCCIÓN 

El poli-3-hidroxibutirato (P3HB) es un poliéster biodegradable que se produce a partir de 

fuentes de carbono renovables y que posee características fisicoquímicas similares a los 

plásticos basados en petróleo (1–3). El P3HB es producido por diversos microorganismos que 

incluyen a los géneros Ralstonia, Azotobacter, Pseudomonas y Bacillus (4–6), dichos 

microorganismos acumulan el polímero a manera de gránulos intracelulares como material de 

reserva de carbono y energía bajo condiciones de estrés y limitación de nutrientes (7). La 

biosíntesis de P3HB se lleva a cabo en tres pasos iniciando con la condensación de dos 

moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA que posteriormente conduce a 3-

hidroxibutiril-CoA (3HB-CoA) y finalmente cada monómero de 3HB-CoA es polimerizado 

para formar P3HB (reacciones catalizadas por β-cetotiolasa (PhbA), acetoacetil-CoA reductasa 

dependiente de NADPH (PhbB) y PHB sintetasa (PhbC) respectivamente) (8). Las tres enzimas 

se encuentran dentro de un operón que en Azotobacter vinelandii es llamado operón phbBAC 

(43). El control de la vía está dado por la propia β-cetotiolasa ya que altos niveles de CoA 

inhiben su actividad, esto ocurre cuando existe suficiencia de oxígeno y una alta concentración 

de sustrato, lo que produce una intensa desasimilación de acetil-CoA y eleva los niveles de CoA 

(9). Debido a esta regulación, la producción heteróloga de P3HB en E. coli se lleva a cabo en 

dos etapas (10–12), la primera etapa de alta proliferación celular y una segunda etapa con 

oxígeno o nitrógeno limitados, en donde la actividad del ciclo CAT disminuye, permitiendo 

elevar la poza de acetil-CoA, disminuir los niveles de CoA y favorecer la síntesis de P3HB (13, 

14). Uno de los mayores retos para mejorar la producción de P3HB en E. coli es aumentar la 

disponibilidad del precursor acetil-CoA y del cofactor NADPH (11, 12). Para aumentar la 

disponibilidad de acetil-CoA y dado que en ocasiones la producción de P3HB se lleva a cabo 

bajo limitación de oxígeno, la eliminación de vías de producción de acético (ackA-pta), lactato 

(ldh) y etanol (adh) mejora hasta 4.7 veces la eficiencia en la acumulación intracelular de P3HB 

(15), sin embargo, presentan una producción limitada por la baja disponibilidad de NADPH. 

Por otro lado, ya que la producción catabólica de NADPH en E. coli resulta insuficiente para 

sustentar la demanda anabólica (16, 17), la producción de metabolitos cuya síntesis depende de 

este cofactor es especialmente difícil (18, 19). Una de las estrategias más exploradas para 

aumentar los niveles de NADPH ha sido la manipulación metabólica para estimular el flujo de 

carbono hacia la rama oxidativa de las Pentosas Fosfato (PF) (20–22); sin embargo, como 

resultado del sobre-flujo hacia PF y como consecuencia del arresto de la glucólisis, ocurre una 

disminución en la velocidad de crecimiento y entrada de glucosa, lo que genera bajas 

productividades (23). La gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) dependiente de 

NAD+ (GAPDH-NAD+) (E.C. 1.2.1.12) (24) codificada por gapA (25), es una enzima de la ruta 
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Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) clave para sostener la función glucolítica y generar el 

cofactor NADH. En E. coli, la función de GAPDH-NAD+ es esencial para el crecimiento y es 

reconocida por tener una actividad relativamente alta con respecto a otras enzimas de la ruta 

EMP (25, 26). Las mutantes carentes de la actividad GAPDH-NAD+ son incapaces de crecer 

en presencia de hexosas, posiblemente por la acumulación de intermediarios de la vía EMP que 

llegan a ser tóxicos para el crecimiento (27, 28). Diversos géneros de microorganismos, tales 

como Bacillus, Streptococcus y Clostridium, poseen además de la enzima GAPDH-NAD+ una 

enzima GAPDH dependiente de NADP+ (GAPDH-NADP+) (E.C. 1.2.1.9), lo que permite la 

producción simultánea de NADH y NADPH durante la ruta EMP (29). Se ha demostrado que 

la actividad de GAPDH-NADP+ puede complementar mutantes de E. coli carentes de la 

actividad nativa GAPDH-NAD+ (30–32). Dichas mutantes son capaces de crecer en 

condiciones aerobias a pesar de la disminución de los niveles necesarios de NADH para la 

generación de energía, pero no en condiciones anaerobias, probablemente por la incapacidad 

de las células para sostener un balance redox efectivo (19, 33). Martínez y colaboradores (19), 

reportan que el reemplazo de la GAPDH-NAD+ de E. coli por una GAPDH-NADP+ de 

Clostridium acetobutyricum (GapC) incrementa 1.7 veces el rendimiento de NADPH en 

glucosa, en consecuencia, la producción heteróloga de licopeno, un metabolito dependiente de 

NADPH, incrementa 2.5 veces en medio rico (19). Así mismo, mediante un análisis metabólico, 

dichos autores demuestran que para evitar el exceso de NADPH, el flujo de carbono disminuye 

significativamente hacia la vía oxidativa de PF y el CAT, además, aumenta la pérdida de 

carbono por la acumulación de ácido acético, lo que podría disminuir el rendimiento de 

producción de licopeno (19). La producción de NADPH mediante la vía glucolítica EMP podría 

ser explotada para producir metabolitos dependientes de NADPH de interés industrial (19, 34). 

Así mismo, los efectos fisiológicos relacionados con el reemplazo de la actividad GADPH y 

las implicaciones metabólicas derivadas de la alteración del recambio del cofactor NAD(P)H 

no han sido ampliamente estudiados. En este trabajo se realizó un análisis metabólico y 

transcriptómico acerca de la respuesta fisiológica de E. coli al reemplazo de la actividad nativa 

GAPDH-NAD+ por la actividad GADPH-NADP+ de S. mutans. El análisis permitió generar 

una cepa con características de crecimiento, consumo de glucosa y niveles de NADPH 

deseables para la producción de P3HB. En esta cepa, además se eliminó la principal vía de 

síntesis de ácido acético (ackA-pta) y se sobre-expresó el operón phbBAC de A. vinelandii para 

estudiar el efecto de los altos niveles de NADPH y una mejor disponibilidad de la poza de 

acetil-CoA sobre la producción de P3HB. 
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ANTECEDENTES 
 

1.1 EL POLI-3-HIDROXIBUTIRATO, UN POLIÉSTER NATURAL 

 

1.1.1 Características Fisicoquímicas y Biosíntesis 

 

os polihidroxialcanoatos (PHA), son poliésteres que poseen características 

similares a algunos plásticos basados en petróleo tales como el polipropileno 

(Tabla 1). Dichos bio-plásticos sirven como material de reserva de carbono y energía para 

diversas eubacterias, que los acumulan a manera de gránulos intracelulares bajo condiciones de 

estrés y limitación de nutrientes (7). La estructura más común de los monómeros de PHA es el 

3-hidroxiácido cuya cadena lateral posee una configuración estereoquímica R y alcanza 

longitudes variables (Tabla 1, Figura 1.1A) (35).  

 

Tabla 1. Propiedades fisicoquímicas de algunos PHA comparadas con el polipropileno (PP) 

GRUPO-R NOMBRE  ABREVIACIÓN 
CH3 Poli-3-hidroxibutirato P3HB 
CH2-CH3 Poli-3-hidroxivalerato P3HV 
CH2-CH2-CH3 Poli-3-hidroxihexanoato P3HHx 

PROPIEDAD P3HB 
P3HB-co-

V P3HB-co-Hx PP 

Temperatura de fusión (°C) 177 145 127 176 
Temperatura de transición vítrea (Tg, °C) 2 -1 -1 -10 
Cristalinidad (%) 60 56 34 50-70 
Resistencia a la tención MPa 43 20 21 38 
Resistencia al quiebre (%) 5 50 400 400 

(Tg) Temperatura intermedia entre el estado fundido y el estado rígido 

 

Dichas características químicas confieren diferentes propiedades fisicoquímicas a los PHA 

haciéndolos termoplásticos biodegradables dependiendo del tamaño de la cadena lateral y los 

grupos funcionales unidos a cada monómero (Tabla 1) (2, 3, 36). Los PHA cortos, son 

frecuentemente rígidos y quebradizos; mientras que, los de cadena mediana son elastoméricos 

y los co-polímeros tienen propiedades entre los dos estados dependiendo de la proporción entre 

ellos (P3HB-co-V, P3HB-co-Hx; Tabla 1) (35, 37). El poli-3-hidroxibutirato (P3HB) (Figura 

1.1B), uno de los PHA más comunes, posee propiedades fisicoquímicas que lo hacen deseable 

en la industria (Tabla 1); entre estas que son termoestables, insolubles en agua, 

 L 
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enantioméricamente puros y no tóxicos, además de ser 100% biodegradables, por lo que son 

ideales para ser utilizados como contenedores, empaques, consumibles y bio-películas (38). 

También es utilizado como fibra textil, similar al nylon, y sus monómeros se utilizan como 

precursores químicos (38). En la industria farmacéutica y biomédica tiene aplicaciones como 

material para implantes y vehículo de fármacos ya que es biocompatible y bioabsorbible (3, 

38). Además, el P3HB hidrolizado en su forma de metil-éster puede mezclarse un 10% con el 

etanol para aumentar su capacidad calórica (39). 

 

 

 

 

El P3HB es producido por diversos microorganismos que incluyen a los géneros Ralstonia, 

Azotobacter, Pseudomonas y Bacillus (4–6) y su biosíntesis se lleva a cabo por la acción 

concertada de tres enzimas (Figura 1.2). En el primer paso, la enzima β-cetotiolasa (codificada 

por phbA) condensa dos moléculas de acetil-CoA para producir acetoacetil-CoA. Enseguida, el 

acetoacetil-CoA es reducido a R-3-hidroxibutiril-CoA por la acetoacetil-CoA reductasa 

dependiente de NADPH (codificada por phbB) y finalmente, cada monómero es unido mediante 

una reacción de esterificación realizada por una P3HB sintetasa (codificada por phbC) (8).  

 

 

Otros polímeros derivados pueden ser sintetizados a partir de esta misma ruta mediante la 

adición de precursores tales como propionato, valerato, valina, o treonina (40), lo cual lleva a 

la formación del respectivo hidroxiacil-CoA (p. ej. 3-hidroxivaleril-CoA). Lo anterior permite 

Figura 1.1 (A) Estructura general de un monómero 3-hidroxiácido; (B) Estructura del poli-3-
hidroxibutirato; (C) Estructura del poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato (P3HB-co-V). 

Figura 1.2. Vía de síntesis de poli-3-hidroxibutirato: β-cetotiolasa (PhaA); acetoacetil-CoA 
reductasa (PhaB); PHB sintetasa (PhaC). 
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la producción de co-polímeros tales como el poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato 

(Figura 1.1C) que posee propiedades elastoméricas deseables para usos industriales (Tabla 1) 

(35, 37, 41). 

 

1.1.2 Regulación de la biosíntesis de P3HB en Azotobacter vinelandii 

 

zotobacter vinelandii es una bacteria aerobia estricta y fijadora de 

nitrógeno que se somete a diferenciación para formar quistes resistentes 

a la desecación y produce dos polímeros que tienen importancia industrial, el alginato y el P3HB 

(42). Se sabe que en Azotobacter los genes de las tres enzimas involucradas en la síntesis de 

P3HB se encuentran en un operón denominado phbBAC dentro del cromosoma (5). Según los 

reportes de Peralta-Gil y colaboradores (43), la transcripción de los genes del operón phbBAC 

es iniciada por dos promotores superpuestos (pB1 y pB2) que son activos durante la fase 

estacionaria del crecimiento. El promotor pB1 es más fuerte que pB2 y es estimulado por el 

activador transcripcional tipo AraC llamado PhbR, el cual está codificado en dirección opuesta 

al operón phbBAC (Figura 1.3). A su vez, el activador PhbR posee dos promotores (pR1 y pR2), 

siendo el segundo estimulado en la fase estacionaria por el factor σs y reprimido por el mismo 

PhbR (Figura 1.3). Lo anterior implica que la expresión de los genes de la vía de síntesis de 

P3HB en A. vinelandii está regulada positivamente a nivel transcripcional durante el arresto del 

crecimiento. Así mismo y enseguida del gen phbR se encuentra el gen phbP que codifica para 

una proteína llamada “fasina”, la cual se asocia a la superficie de los gránulos influyendo sobre 

el número y tamaño de los mismos, además de facilitar el anclaje de de-polimerasas que 

degradan el polímero (44). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por otro lado, la síntesis de P3HB también tiene un control a nivel enzimático, ya que la β-

cetotiolasa (PhbA), la primer enzima de la vía, es inhibida de forma competitiva por CoA (45). 

 A 

Figura 1.3 Distribución de los genes del operón phbBAC en A. vinelandii. En orden de 
transcripción: Acetoacetil-coA reductasa phbB, β-cetotiolasa phbA, P3HB sintasa phbC. En 
dirección opuesta al operón: genes del regulador transcripcional phbR (rojo: reprime, verde: 
activa) y fasina phbP.  
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Esto ocurre durante el crecimiento bajo condiciones no limitantes de oxígeno, en la que existe 

una constante hidrólisis de acetil-CoA para alimentar el ciclo de los ácidos tricarboxílicos 

(CAT). La hidrólisis de acetil-CoA libera CoA que a su vez inhibe la actividad de la β-

cetotiolasa impidiendo la síntesis de P3HB (Figura 1.4A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En contraste, bajo condiciones de limitación de oxígeno y exceso de carbono, el crecimiento se 

detiene e incrementan los niveles de NAD(P)H. Los altos niveles de poder reductor inhiben a 

la citrato sintetasa (GltA) e isocitrato deshidrogenasa (IcdA) arrestando el CAT (13), lo que 

eleva la poza de acetil-CoA y disminuyen la de CoA permitiendo a la β-cetotiolasa superar la 

Figura 1.4 Esquema del metabolismo de acetil-CoA (AcCoA) acoplada al CAT (flechas rojas) 
y a la producción de P3HB (flechas verdes): (A) durante el crecimiento en condiciones aerobias; 
y (B) bajo condiciones limitadas de oxígeno. Con flechas intermitentes se señala la dirección 
del flujo de carbono y con globos naranjas se indican las especies inhibidoras de la β-cetotiolasa 
(CoA) y de las GltA e IcdA (NAD(P)H).  
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inhibición y proceder a la síntesis del polímero (Figura 1.4B) (14). Si bien, aunque se conocen 

los genes involucrados en síntesis de P3HB en A. vinelandii, no se han generado a la fecha 

estrategias para la producción heteróloga del polímero con estos genes ya sea en E. coli o 

levaduras. 

 

1.2 PRODUCCIÓN DE P3HB Y METABOLISMO DE E. coli 

 

1.2.1 Producción heteróloga de P3HB en E. coli 

 

asta hace casi dos décadas, resultaba poco rentable el mercado del P3HB debido 

al alto costo de producción $15 EUA dólares por kg, el cual resultaba un orden 

de magnitud más alto que el de los plásticos no bio-degradables (10). La producción de P3HB 

en E. coli es atractivo por numerosas razones, entre otras: es posible alcanzar títulos altos (70%-

80% gP3HB/gDCW); la purificación del polímero es fácil y no posee depolimerasas que degraden 

el polímero (41). Por otro lado, E. coli tiene un rápido crecimiento que puede llegar a altas 

densidades y posee la ventaja que puede utilizar diversas fuentes de carbono baratas (46). 

Además, a diferencia de las bacterias fijadoras de nitrógeno como el caso del género 

Azotobacter, E. coli  posee una tasa de respiración 10 veces menor (47–49), lo que facilita las 

condiciones de cultivo. Así mismo, aunque E. coli no cuenta con las enzimas para sintetizar 

P3HB, su fácil manipulación genética permite expresarlas de forma heteróloga, siendo los genes 

de Ralstonia eutropha y Alcaligenes latus los más empleados a la fecha (8, 50). De hecho, hasta 

hoy en día la vía phbBAC de Azotobacter vinelandii no ha sido utilizada para la producción 

heteróloga de P3HB en E. coli.  

 

1.2.2 Proceso de producción de P3HB en E. coli 

 

eneralmente la producción de P3HB en E. coli se realiza siguiendo un perfil de dos 

etapas: la primer etapa se caracteriza por una rápida proliferación celular y muy poca 

producción del polímero y en la segunda etapa ocurre una alta acumulación de P3HB con poca 

proliferación celular (10, 11). Los estudios de producción que incluyen cultivos en lote y 

quimiostato, indican que la mayor acumulación de P3HB se da bajo condiciones de oxígeno o 

nitrógeno limitantes (10–12). Según los análisis de flujo realizados por Wegen en 2001, durante 

la fase de crecimiento exponencial, bajo condiciones no limitadas de oxígeno, el 55% de la 

glucosa que es consumida es dirigida al CAT, lo cual disminuye la disponibilidad de acetil-CoA 

 H 
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y aumenta los niveles de CoA que inhiben a la β-cetotiolasa (45). Por otro lado, en las primeras 

horas de limitación de oxígeno y exceso de carbono, ocurre un aumento en la relación 

NADPH/NADP+, lo que inhibe a la isocitrato deshidrogenasa (IcdA) y disminuye el flujo de 

carbono hacia CAT (51). Gracias a los altos niveles de NADPH y al arresto del CAT, ocurre una 

disminución del crecimiento pero un incremento en la disponibilidad de acetil-CoA, lo que 

junto con la sobrexpresión de los genes de la vía de síntesis de P3HB resulta en un incremento 

en la producción del polímero. Este hecho es similar a la cascada de regulación enzimática que 

sucede en las cepas que naturalmente producen P3HB (14). Sin embargo, después de 2 horas 

de limitación de oxígeno, los niveles de NADPH disminuyen ya que son consumidos para 

proceder a la etapa de síntesis de P3HB, esto elimina la represión de TCA y detiene la síntesis 

del polímero (10). Lo anterior sugiere que para tener una buena producción de P3HB en E. coli 

una vez detenido el crecimiento, es necesario mantener altos niveles del cofactor NADPH y 

una alta disponibilidad de acetil-CoA, sumada a una buena expresión de las enzimas heterólogas 

(10, 12). Sin embargo, como se describe enseguida, dado el metabolismo de E. coli, resulta 

difícil mantener una alta poza del cofactor NADPH y una buena disponibilidad de acetil-CoA.  

 

1.2.3 Metabolismo y poder reductor  

 

ara mantener un gran número de reacciones, ya sean catabólicas o anabólicas durante el 

metabolismo celular, dos co-factores redox son altamente empleados en E. coli: 

nicotinamida adenina dinucleótido NAD(H) y nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

NADP(H). La regeneración de NADH se lleva a cabo principalmente por dos rutas (Figura 1.5): 

  

La vía de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) que produce 4 moles de NADH por cada mol de 

glucosa mediante la actividad de las enzimas gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GapA) 

y piruvato deshidrogenasa (Pdh). Dado que el 80% del carbono se asimila por esta ruta (52, 53), 

la glucólisis resulta la principal vía de formación de NADH.  

Durante el CAT, el NADH es regenerado por la catálisis de la 2-oxoglutarato deshidrogenasa 

(SucAB) y por la malato deshidrogenasa (Mdh) para formar succinil-CoA y oxalacetato 

respectivamente.  

En condiciones aerobias, el papel principal del cofactor NADH es la generación de ATP 

mediante la fosforilación oxidativa a través del transporte de electrones de la cadena respiratoria 

(Figura 1.6), así mismo, es requerido para más de 300 reacciones de oxido-reducción (54). Por 

otro lado, durante el crecimiento anaerobio, el NADH es utilizado principalmente para llevar a 
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cabo reacciones de fermentación y de esta forma mantener el balance redox, utilizando 

moléculas orgánicas como aceptor final de electrones (55). 

 

  

 

 

 

Contrario al NADH, el cofactor NADPH conduce a reducciones anabólicas principalmente para 

la generación de precursores biosintéticos tales como ácidos grasos, aminoácidos y nucleótidos 

(54). Durante el crecimiento en glucosa existen 3 vías que llevan a la regeneración de NADPH 

(53, 55) (Figura 1.5): 

La vía oxidativa de las pentosas fosfato (PF) por medio de la catálisis de las enzimas glucosa-

6-fosfato deshidrogenasa (Zwf) y la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (Gnd). 

El paso de la isocitrato deshidrogenasa (IcdA) en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos.  

Figura 1.5. Esquema del metabolismo central de E. coli. Ruta EMP o glucólisis (flechas 
azules); Ruta de las Pentosas Fosfato (PF; flechas verdes); Ciclo de Krebs (CAT; flechas 
rojas) y vía de síntesis de ácido acético (AckA-Pta; flechas amarillas).  
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El llevado a cabo por la transhidrogenasa soluble (UdhA) y la unida a membrana (PntAB) que 

interconvierten NADH-NADPH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lo anterior implica que la tasa de formación de NADPH depende del flujo de carbono a través 

de las vías catabólicas que lo producen y de su inter-conversión por medio de las 

transhidrogenasas. Se sabe, que durante el crecimiento de E. coli en glucosa, ~25% del flujo 

del carbono se dirige hacia la vía de las Pentosas Fosfato (52, 53); esto proporciona ~35% del 

NADPH requerido para la biosíntesis, mientras que el paso de la isocitrato deshidrogenasa del 

CAT proporciona otro ~25%, por lo que estas dos vías generan aproximadamente dos tercios 

de la demanda de NADPH requerido para el crecimiento (16). Los datos anteriores indican que 

la producción catabólica de NADPH en E. coli resulta insuficiente para sustentar la demanda 

anabólica (17). Para obtener el otro tercio de NADPH necesario para soportar los 

requerimientos biosintéticos, E. coli utiliza el sistema de transhidrogenasas soluble y unida a la 

membrana, las cuales inter convierten NAD(H) : 

NADP(H) (Figura 1.7) (16, 55, 56). Esta 

insuficiencia puede limitar la producción 

heteróloga de metabolitos de interés industrial 

tales como el licopeno, flavonoides y 

polihidroxibutirato, ya que dependen de una alta 

disponibilidad de NADPH y resulta difícil su 

producción sin comprometer el crecimiento del 

hospedero (19, 57, 58). Esto genera rendimientos 

bajos y productividades limitadas. 

 

Figura 1.6 Representación gráfica de la cadena respiratoria y la fosforilación oxidativa. 
Complejo I encabezado por la NADH: ubiquinona oxidoreductasa (NuoA); Complejo II con la 
succinato deshidrogenasa (SdhA); ATP sintetasa (AtpA).  

 

Figura 1.7 Sistema de transhidrogenasas: 
PntAB unida a membrana y UdhA soluble.  
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1.2.4 El acetil-CoA como nodo del metabolismo celular 

 

urante el crecimiento de E. coli, el acetil-CoA es un intermediario necesario para 

numerosas reacciones de biosíntesis y actúa como regulador en reacciones clave del 

metabolismo (59, 60). Principalmente, la total oxidación del acetil-CoA es llevado a cabo 

durante el CAT para generar poder reductor y energía (Figura 1.8); mientras que, la principal 

vía de síntesis de ácido acético (AckA-Pta; Figura 1.8) actúa como proveedora de energía, 

cuando existe un sobre-flujo glucolítico que eleva los niveles de poder reductor vía GapA y Pdh 

(Figura 1.5), haciendo necesario el arresto del CAT (61, 62).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Así mismo, el acetil-CoA es precursor de ácidos grasos, isoprenoides, terpenoides y flavonoides 

necesarios para la estructura y supervivencia celular (63). Por otro lado, bajo condiciones 

anaerobias, los procesos fermentativos en E. coli, tales como la producción de etanol y ácido 

láctico (figura 1.8), utilizan como precursores acetil-CoA y piruvato respectivamente, 

restaurando el balance redox pero disminuyendo la poza de acetil-CoA (64). Dado lo anterior, 

el acetil-CoA se ha utilizado como precursor de diversos productos tales como biocombustibles, 

bioplásticos, ácidos orgánicos, colorantes y antioxidantes (65–69), lo que hace del acetil-CoA 

uno de los precursores metabólicos más importantes para la síntesis de productos de interés 

industrial. 

D 

Figura 1.8 Esquema del metabolismo de acetil-CoA con algunas vías que lo usan como 
precursor (flechas naranjas). CAT (flechas rojas). Con flechas intermitentes se señala las vías 
fermentativas.  
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1.2.5 Estrategias para aumentar la disponibilidad de NADPH para la producción de P3HB 

 

ebido a la limitada disponibilidad de NADPH en E. coli para la producción de 

metabolitos de interés industrial (70), diversos grupos de investigación han desarrollado 

propuestas de manipulaciones metabólicas para mejorar la disponibilidad del cofactor y con 

ello aumentar la producción de P3HB. 

Una de las estrategias que se han 

probado es sobre-expresar el gen que 

codifica para la transhidrogenasa 

soluble UdhA para favorecer la 

interconversión de NADH a NADPH 

(Figura 1.9). Gracias a esta estrategia, 

fue posible incrementar el rendimiento 

de P3HB en glucosa un 15% con 

respecto a la cepa parental en cultivos 

lote. Sin embargo, dada la 

reversibilidad de la catálisis, cuando los niveles de NADH disminuyen por su consumo, la 

enzima UdhA deja de producir NADPH limitando el tiempo de máxima producción (55, 56). 

Otra estrategia que ha sido de las más empleadas, es favorecer el flujo de carbono hacia la rama 

oxidativa de la ruta de las pentosas fosfato (PF), ya que es una de las principales vías 

productoras de NADPH. Como parte de esta estrategia, la eliminación de los genes que 

codifican para la fosfoglucosa isomerasa (Pgi) o fosfofructocinasa (PfkA) permite el bloqueo 

de la glucólisis, obligando el paso del carbono a través de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

(Zwf) (Figura 1.5), lo que incrementa el rendimiento neto de NADPH en glucosa (73, 74). Estas 

mutantes pgi_ pueden acumular más P3HB (g/L) que las cepas parentales en cultivos 

alimentados (18, 20, 23). Un camino similar ha sido la sobre-expresión de los genes de la propia 

zwf y de la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (gnd) (Figura 1.5). La sobreexpresión de ambos 

genes incrementa un 35% (gP3HB/gDCW) la acumulación de P3HB con respecto a la cepa parental 

en cultivos en matraz (22). Así mismo, Jung y colaboradores (21) probaron aumentando los 

niveles de expresión de la transcetolasa (tktA), la cual promueve el flujo de carbono hacia la 

vía de PF. La mutante generada incrementa del 25% al 35% el rendimiento de P3HB en células 

(gP3HB/gDCW) en cultivos en matraz. Sin embargo, aunque estas estrategias han proporcionado 

cepas con mejor capacidad en la acumulación del polímero, la estimulación de la vía de las PF 

como principal vía catabólica trae como resultado la represión de la glucólisis, ya que se 

D 

Figura 1.9 Estrategia para incrementar los niveles de 
NADPH mediante la expresión del gen que codifica para la 
enzima UdhA durante la producción de P3HB. 
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estimula la función de la enzima RNAasaE que media la degradación del transcrito ptsG 

(transportador de glucosa perteneciente al sistema PTS) (23), genera bajas tasas de crecimiento 

y una disminución en la tasa de consumo de glucosa, lo que lleva a largos períodos de 

producción (22, 23).  

 

1.2.6 Estrategias para incrementar la disponibilidad de acetil-CoA para la producción de 

P3HB 

 

on respecto al aumento en la disponibilidad de acetil-CoA, la estrategia más empleada es 

evitar la acumulación de ácidos orgánicos. En E. coli la síntesis de ácido acético puede 

darse tanto en la fase de crecimiento exponencial como en la fase estacionaria, en el primer 

caso a través del intermediario metabólico acetil-CoA, catalizado por la enzima 

fosfotransacetilasa (Pta) y acetato cinasa (AckA) y en el segundo caso a partir de piruvato por 

medio de la piruvato oxidasa (PoxB) (75). En el trabajo reportado por Jian y colaboradores (15), 

se eliminaron ambas vías dado que la producción de co-polímeros de P3HB se realiza cuando 

se arresta el crecimiento. Así mismo y debido a que utilizan un proceso limitado en oxígeno, 

eliminaron también la producción de ácido láctico, etanol y ácido fórmico mediante la 

interrupción de los respectivos genes (ldhA, adhE y piruvato formato liasa codificada por pflB). 

Las mutantes mostraron una efectiva disminución en la acumulación de sub-productos con 

respecto a la(s) vía(s) fermentativa(s) bloqueada(s). Sin embargo, resultó poco exitosa la 

síntesis del co-polímero P(3HB-co-3HV) ya que más del 95% de la mezcla fue solo de la forma 

3HB, lo que puede explicarse porque el ácido acético estimula la vía de síntesis de propionil-

CoA (como se cita arriba las vías de síntesis de ácido acético fueron eliminadas en la cepa), la 

cual es necesaria para la incorporación eficiente de 3-hidroxivalerato (3-HV) al co-polímero 

(40). Por otro lado, la evaluación del cultivo en lote aireado indicó que si bien la mutante 

defectiva en pta-ackA, poxB, ldhA, adhE y pflB presentó un aumento de 4.7 veces en el 

rendimiento de P3HB (gP3HB/gDCW), gracias a la mayor disponibilidad de acetil-CoA, el 

consumo de glucosa disminuyó un 40%. Así mismo, en condiciones micro-aerobias la misma 

mutante produce 1.7 veces más PHB que la silvestre. Sin embargo, la acumulación de biomasa 

y el consumo de glucosa disminuyen tres veces con respecto a la cepa silvestre. Es probable, 

dadas las condiciones de limitación de oxígeno, que en esta mutante la eliminación de las vías 

fermentativas haya generado una excesiva acumulación de NADH proveniente de la glucólisis, 

el cual no fue posible canalizar a la cadena respiratoria, lo que causó un des-balance redox (15). 

Así mismo, no hay que dejar de lado que el principal precursor para la síntesis de P3HB es el 

C 
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acetil-CoA y que la síntesis es altamente dependiente de NADPH. En el sistema propuesto por 

Jian, la anaerobiosis limita la disponibilidad tanto de NADPH como de acetil-CoA ya que la 

enzima eliminada PflB, una enzima homóloga a Pdh  (Figura 1.5), es la principal enzima que 

proporciona acetil-CoA y permite el paso hacia CAT cuando el oxígeno está limitado. Otros 

trabajos basados en ensayos proteómicos, proponen estimular el flujo glucolítico en el nodo 

fructosa-1,6-bi-fosfato (Fba)/Triosa-fosfato isomerasa (Tpi). Los autores aseguran que esto 

estimula la glucólisis y disminuye PF, enviando más carbono hacia la poza de acetil-CoA y con 

ello logran incrementar 4 veces la producción de P3HB (76). Por otro lado, en Saccharomyces 

cerevisiae, una levadura hiperproductora de etanol, se ha diseñado una estrategia para regresar 

el carbono del etanol, triacil-glicerol y ácido acético producidos hacia acetil-CoA mediante la 

sobre-producción de las enzimas alcohol deshidrogenasa (ADH2), acetaldehído deshidrogenasa 

(ALD6), acetil-CoA acetiltransferasa (ERG10) y una variante de la enzima acetil-CoA sintetasa 

de Salmonella enterica (acsL641P insensible a inhibición por acetilación). Esta redistribución 

del carbono, permitió favorecer la producción volumétrica de P3HB 16.5 veces con respecto a 

la cepa parental (77).  

 

1.2.7 Producción de NADPH mediante la ruta Embden-Meyerhof-Parnas  

 

a gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) dependiente de NAD+ (GAPDH-

NAD+) (E.C. 1.2.1.12) (24) codificada por gapA (25), es una enzima de la ruta Embden-

Meyerhof-Parnas (EMP) clave para sostener la función glucolítica y generar el cofactor NADH 

(Figura 1.5 y 10A).  

Las mutantes carentes de la 

actividad GAPDH-NAD+ son 

incapaces de crecer en presencia de 

hexosas, posiblemente por la 

acumulación de intermediarios 

tóxicos (27, 28). En E. coli, la 

función de GAPDH-NAD+ es 

esencial para el crecimiento y es 

reconocida por tener una actividad 

relativamente alta con respecto a 

otras enzimas de la ruta EMP (25, 26). A diferencia de E. coli, diversos microorganismos 

producen NADPH por la vía de EMP utilizando una gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 

L 

Figura 1.10 Nodo gliceraldehído-3-fosfato de la ruta EMP. A) 
En E. coli catalizado por la enzima GAPDH-NAD+ (GapA) y B) 
en otros microorganismos por la enzima GAPDH-NADP+ 
(GapN o GapC). 
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no fosforilada dependiente de NADP+ (GAPDH-NADP+) (E.C. 1.2.1.9) (Figura 1.10B). En 

contraste con GAPDH-NAD+, la GAPDH-NADP+ no requiere fosforo inorgánico y su reacción 

es cooperativa e irreversible (78). Esta iso-enzima ha sido encontrada principalmente en 

bacterias Gram (+) de los géneros Bacillus (gapB), Streptococcus (gapN) y Clostridium (gapC) 

(29) y algunas de ellas han sido aisladas y expresadas en E. coli (30–32). Se sabe que el papel 

de GAPDH-NADP+ es generar el NADPH necesario para la demanda anabólica y en algunas 

especies del género Streptococcus su expresión es consecuencia de la ausencia de la rama 

oxidativa de las pentosas fosfato permitiendo un mecanismo alternativo para generar NADPH 

(79). Así mismo, la enzima GAPDH-NADP+ se ha encontrado en bacterias Gram (-) como 

Azotobacter sp. en la que posiblemente juega un papel importante para la acumulación de P3HB 

(9).  

Por otro lado, la sustitución de GAPDH-NAD+ por GAPDH-NADP+ ha sido explorada en E. 

coli (Figura 1.10B) y se ha demostrado que es capaz de complementar y restaurar la función 

glucolítica en ausencia de GAPDH-NAD+. Dichas mutantes son capaces de crecer en 

condiciones aerobias a pesar de la disminución del NADH necesario para generar energía, pero 

no así en anaerobiosis, posiblemente por la incapacidad de la célula por mantener un balance 

redox eficiente (33). De hecho, la sustitución de la GAPDH-NAD+ nativa de E. coli por una 

GAPDH-NADP+ de Clostridium o Bacillus ha sido propuesta para incrementar el rendimiento 

NADPH en glucosa (19, 34). Dicho incremento, favorece la producción de metabolitos 

dependientes de NADPH tales como licopeno y ε-caprolactona, aunque la síntesis de estos 

compuestos solo se han logrado en medio rico (19). Según el análisis de flujo de carbono, la 

sustitución permitió incrementar un 35% el flujo de carbono a través de la ruta EMP (Figura 

1.10). Sin embargo, para evitar la sobreproducción de NADPH durante el paso del carbono a 

través de IcdA o Zwf (figura 1.5), el flujo de carbono hacia el CAT y la ruta de las pentosas 

fosfato, disminuyó 34 y 80% respectivamente. Así mismo, el arresto de CAT trajo como 

consecuencia una alta producción de ácido acético, lo que limita la disponibilidad de carbono 

para la producción del metabolito de interés. Esto indica, que más allá de la distribución de 

carbono, es probable que las alteraciones en el balance redox conlleven a otras implicaciones 

metabólicas y resulten en estas consecuencias negativas para la productividad de metabolitos 

dependientes de NADPH. Sin embargo, a pesar de que el reemplazo GAPDH-NAD+ nativa por 

GAPDH-NADP+ heteróloga es útil para incrementar los niveles de NADPH durante el consumo 

de glucosa, poco se sabe acerca de los efectos fisiológicos relacionados con el reemplazo y con 

la alteración del recambio del cofactor NAD(P)H en E. coli.  

Las referencias anteriores indican que la producción de P3HB en E. coli requiere una estrategia 
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que permita elevar los niveles de NADPH y aumentar la disponibilidad de acetil-CoA sin afectar 

el crecimiento y la tasa de consumo de glucosa. Con respecto a los niveles de NADPH, la 

sustitución de la enzima GAPDH-NAD+ nativa de E. coli por una GAPDH-NADP+ heteróloga, 

puede generar 2 moles de NADPH en el nodo G3P que estarían disponibles para la producción 

de P3HB. Sin embargo, es necesario un análisis metabólico acerca de la respuesta fisiológica 

del reemplazo para generar alternativas que eviten los efectos negativos relacionados con la 

sustitución de la enzima y el recambio del cofactor NAD(P)H y con ello favorecer la producción 

de P3HB. A esta estrategia, resulta deseable agregar la eliminación de aquellas vías que durante 

la producción de P3HB limitan la disponibilidad de la poza de acetil-CoA. Finalmente, explorar 

la expresión del operón phbBAC de A. vinelandii para la producción del polímero en E. coli 

podría contribuir como una propuesta alternativa a las fuentes heterólogas convencionales. 
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1.3 HIPÓTESIS 

 

tilizando la vía de Embden-Meyerhoff-Parnas como proveedora de NADPH, 

interrumpiendo la vía de síntesis de ácido acético y sobre-expresando el operón phbBAC 

de A. vinelandii, será posible desarrollar una cepa de E. coli con altos niveles intracelulares de 

NADPH y con una mejor disponibilidad de acetil-CoA para incrementar la producción de 

P3HB.  

 

OBJETIVO GENERAL 

Incrementar el rendimiento de producción de P3HB en E. coli mediante la producción de 

NADPH por la ruta EMP, el aumento de la disponibilidad de acetil-CoA y la sobre-expresión 

de la vía phbBAC de A. vinelandii.  

 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

 

Sustituir el gen gapA de E. coli por el gen gapN de S. mutans. 

 

Realizar un perfil cinético (parámetros de crecimiento, tasa de respiración, actividad GAPDH), 

metabólico (niveles de ATP/ADP y niveles de NAD(P)+/NAD(P)H) y niveles de transcrito de 

la cepa gapN+. 

 

Determinar en la cepa gapN+ la capacidad de acumulación de P3HB, crecimiento y formación 

de sub-productos durante la producción del polímero. 

 

Una vez realizado el análisis de sub-productos, eliminar en la cepa gapN+ algunas de las rutas 

que compiten por el acetil-CoA y evaluar su capacidad de producción de P3HB.  

 

  

U 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

2.1 PROCEDIMIENTOS MOLECULARES, PLÁSMIDOS Y CEPAS 

 

Se utilizó como cepa parental la cepa silvestre de Escherichia coli MG1655 (GenBank 

NC_000913). La cepa de Streptococcus mutans fue donada por la Facultad de Química de la 

UNAM. El ADN cromosomal de la cepa de A. vinelandii fue donado generosamente por el Gpo. 

De la Dra. Guadalupe Espín del Instituto de Biotecnología de UNAM. Todos los plásmidos 

utilizados en este trabajo se encuentran listados en la Tabla 2. La preparación de plásmidos, 

digestión con enzimas de restricción, procedimientos de transformación de cepas y 

visualización de ADN fueron llevados a cabo utilizando procedimientos de rutina (80). La 

construcción de cada plásmido y de cada mutante fue verificada por patrón de restricción y por 

secuenciación. El ADN cromosomal fue aislado con el kit de purificación “Ultra Clean 

Microbial DNA Isolation” (MO BIO laboratories, Inc, USA). La amplificación de genes fue 

llevada a cabo por PCR ("polymerase chain reaction") utilizando la polimerasa “Expand High 

Fidelity” (Roche Diagnostics GmbH, Germany) en un termociclador C1000 “Touch Thermal 

Cycler Manual” (Bio-Rad Laboratories, Inc. USA). Los fragmentos de ADN fueron aislados y 

purificados a partir de geles de agarosa con el kit de purificación “Roche Pure PCR Product 

Purification” (Roche Diagnostics GmbH, Germany). 

 

Tabla 2. Plásmido y oligonucleótidos utilizados en este trabajo 

 

Plásmido  Descripción Referencia 

pTrc99A  

 

Diseñado para expresión de proteínas inducible por IPTG bajo el control 

del promotor híbrido trp/lac. Ampr 

(81) 

pACYC184 Diseñado con un origen de replicación p15A para coexistir en células con 

plásmido tipo ColE1 (e.g., pBR322, pUC19). Tcr and Cmr 

(82) 

pTgapN/cat-frt Derivado de pTrc99A con gapN fusionado con el casete cat-frt Este estudio 

pGapN Derivado de pTrc99A conteniendo gapN  Este estudio 

pTrcgapN Derivado de pACYC184 con el promotor trc y gapN  Este estudio 

pKD46 Diseñado para inactivar genes a través del sistema de recombinasas λ Red  (83) 

pPHBAv Diseñado para la expresión inducible por IPTG del operón phbBAC de A. Este estudio 
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vinelandii 

pKD3 FRT-cloranfenicol  (83) 

pCP20 Diseñado para remover sitios FRT  (84) 

Oligonucleótido Secuencia a  

gapN1 5´ CATGCCATGGCAATGACAAAACAATATAAAAATTA 3´ 

gapN2 5´ CGGGGTACCCCGTTATTTGATATCAAATACGACGG 3´ 

Trc1 5´ GCCGACATCATAACGGTTCTGG 3´ 

cm1 5´ CGGGGTACCTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 3´ 

cm2 5´ TCCCCCCGGG CATATGAATATCCTCCTTA 3´ 

D1b 5´GTAATTTTACAGGCAACCTTTTATTCACTAACAAATAGCTGGTGGAATAT

ATG ACAAAACAATATAAAAATTATG 3´ 

D2b 5´AAAAAAGAGCGACCGAAGTCGCTCTTTTTAGATCACAGTGTCATCTCA

ACCATATGAATATCCTCCTTAGTTCCT 3´ 

phb1 5´GGAATTCCGGATGAGCAATCAACGAATTGCAT 3´ 

phb2 5´CCCAAGCTTGGGTCAGCCTTTCACGTAACGGCCT 3´ 

ackAF b 5´GGTACTTCCATGTCGAGTAAGTTAGTACTGGTTCTGAACTGCGGTGTGT

AGGCTGGAGCTGCTTCG 3´ 

ptaR b 5´CTGCGGATGATGACGAGATTACTGCTGCTGTGCAGACTGAATCGCCATA

TGAATATCCTCCTTAG 3´ 

p1 5´GCAGCCTGAAGGCCTAAGTAG 3´ 

p2 5´CGGGCATTGCCCATCTTCTTG 3´ 

S1  5´TAACGAATGGATTCTTCACTTACCGGTTCG 3´ 

S2 5´TATGCAGGGCAGAGGTGGTTTCAAATTCGC 3´ 

a El sitio de restricción es subrayado 

b Secuencias que flanquean el sitio blanco es señalado en negritas 

 

2.1.1 Reemplazo del gen gapA por el gen gapN 

 

El gen gapA (GenBank gene ID947679) de E. coli MG1655 fue reemplazado por el gen gapN 

de S. mutans (GenBank Accession No. L38521). La cepa mutante MG1655ΔgapA::gapN fue 

construida utilizando el sistema de recombinasas reportado por Datsenko and Wanner (83) 

mediante el uso de un casete de cloranfenicol fusionado al gen gapN. Utilizando como templado 

el ADN cromosomal de S. mutans, el gen gapN fue amplificado por PCR con los 

oligonucleótidos gapN1 y gapN2 que agregan los sitios de restricción NcoI y KpnI en los 
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extremos 5´ y 3´ del fragmento gapN. El casete de resistencia a cloranfenicol que contiene los 

sitios de recombinación FRT (fragmento cat-frt) fue amplificado por PCR con los 

oligonucleótidos cm1 y cm2, utilizando como templado el plásmido pKD3 (83), de esta forma, 

el fragmento cat-frt contiene los sitios de restricción KpnI y XmaI en los extremos 5´y 3´ 

respectivamente. Posteriormente, el casete gapN-cat-frt  fue construido mediante la fusión del 

sitio KpnI de los extremos 3´del gen gapN y 5´ del fragmento cat-frt. El casete gapN-cat-frt  

fue insertado en el vector pTrc99A (81) utilizando los sitios NcoI y XmaI para generar el 

plásmido pTgapN/cat-frt. Para eliminar a gapA y permitir que la transcripción de gapN fuera 

controlado por la región promotora de gapA, se integró el casete gapN-cat-frt en el mismo locus 

de gapA dentro del cromosoma de E. coli MG1655. Lo anterior fue logrado mediante la 

amplificación del casete gapN-cat-frt a partir del plásmido pTgapN/cat-frt, utilizando los 

oligonucleótidos D1 y D2 que poseen 50 nucleótidos idénticos a la secuencia que flanquea al 

gen gapA. E. coli MG1655 fue transformada con el plásmido pKD46 (83), el cual promueve la 

recombinación homóloga de los extremos diseñados en el casete gapN-cat-frt. La cepa 

recombinante fue seleccionada en placas de agar Luria-Bertani (LB) suplementadas con 10 

µg/mL de cloranfenicol. La cepa mutante seleccionada MG1655ΔgapA::gapN fue verificada 

por secuenciación con los oligonucleótidos S1 y S2, los cuales hibridan ~580 nucleótidos de 

los flancos de gen gapA. El marcador de cloranfenicol fue removido de la cepa 

MG1655ΔgapA::gapN utilizando el plásmido pCP20 (84).  

 

2.1.2 Construcción del plásmido pTrcgapN 

 

El plásmido pTrcgapN fue construido para sobre-expresar al gen gapN mediante el promotor 

constitutivo trc. Primero, el gen gapN fue amplificado con los oligonucleótidos gapN1 y gapN2 

para ligarlo al vector pTrc99A mediante los sitios NcoI y KpnI. Así, se obtuvo el plásmido 

pGapN. Posteriormente, utilizado como templado el plásmido pGapN, se amplificó el promotor 

trc junto con el gen gapN con los oligonucleótidos Trc1 y gapN2 para obtener el fragmento 

trcgapN. Finalmente el vector pACYC184 (82) fue digerido con ScaI y ligado al fragmento 

trcgapN mediante extremos romos para obtener el plásmido pTrcgapN (Tabla 2).   
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2.1.3 Construcción del plásmido pPHBAv 

 

El plásmido pPHBAv fue construido por el Dr. Gerardo Huerta-Beristain para sobre-expresar el 

operón phbBAC de A. vinelandii. A partir del ADN cromosomal de A. vinelandii, el operón 

phbBAC fue amplificado con los oligonucleótidos phb1 y phb2, los cuales introducen en los 

extremos 5´y 3´ los sitios EcoRI y HindIII para facilitar la clonación en el plásmido pTrc99A y 

generar el plásmido pPHBAv.  

 

2.1.4 Eliminación del operón ackA-pta 

 

La eliminación del operón ackA-pta fue llevada a cabo utilizando el método de inactivación de 

genes previamente descrito (83). Los oligonucleótidos ackAF y ptaR fueron diseñados para 

amplificar el casete de resistencia a kanamicina flanqueado por sitios FRT a partir del plásmido 

pKD4, los cuales poseen 50 pares de bases idénticas a la secuencia que flanquea el operón ackA-

pta en el cromosoma de E. coli MG1655. La cepa mutante  MG1655ΔackA-pta fue seleccionada 

en placas de agar LB suplementadas con 30 µg/mL de kanamicina. La interrupción del operón 

fue verificada utilizando los oligonucleótidos p1 y p2 (Tabla 2), los cuales hibridan ~230 

nucleótidos de los extremos del operón ackA-pta.  

 

2.2 CONDICIONES Y MEDIOS DE CULTIVO 

 

Los cultivos de rutina y manipulación genética de la cepa E. coli MG1655 y sus mutantes fueron 

llevados a cabo en medio Luria Bertani (triptona 10 g L-1, extracto de levadura 5g L-1, y NaCl 

10 g L-1, pH 7.2) suplementados con el antibiótico apropiado. La cepa de S. mutans fue cultivada 

en placas de agar sangre (Merk KGaA, Darmstadt Germany) a 37°C. Con el objetivo de extraer 

el ADN cromosomal, las células de S. mutans fueron cosechadas en una solución salina (NaCl 

0.9%). Para la caracterización de las cepas que contienen el (los) plásmido(s) pTrcgapN y/o 

pPHBAv, la cepa silvestre E. coli MG1655, la cepa mutante MG1655ΔgapA::gapN y la cepa 

mutante MG1655ΔackA-pta fueron transformadas con el plásmido vacío pACYC184. El 

inóculo fue preparado en matraces tipo Fermbach de 2.8 L con 500 mL de medio M9, (por litro): 

6 g Na2HPO4; 3 g KH2PO4; 0.5 g NaCl; 1 g NH4Cl; 2 mM MgSO4; 0.1 mM CaCl2; 0.01 g Vit 

B1, suplementado con 5 g/L de glucosa a 37°C y 300 rpm. De estos matraces, 350 mL de células 

fueron cosechadas por centrifugación cuando alcanzaron 1 unidad de densidad óptica 
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(DO600nm). Las células fueron resuspendidas en 10 mL de medio M9 fresco para utilizarlas 

inmediatamente como inóculo. Las fermentaciones se llevaron a cabo en un biorreactor de 1-L 

(Applikon Biotechnology, Netherlands) con un volumen de trabajo de 0.7 L, 600 rpm, pH 

controlado a 7 con NaOH (2N) y un flujo de aire de 0.84 L min-1. Las muestras fueron colectadas 

durante la fase de crecimiento exponencial a 3 DO600nm para determinar: cofactores (NAD(H), 

NADP(H), actividad enzimática GAPDH, y extracción de ARN para el análisis transcripcional. 

En el caso de los ensayos de producción de P3HB, se ajustó una relación de carbono:nitrógeno 

de 18.5 que en el medio M9 corresponde a 0.0186 moles de nitrógeno (1 g/L de NH4Cl) y 0.47 

moles de carbono (Glucosa 10 g/L). En estos cultivos, las células fueron cosechas al final de la 

acumulación del polímero para realizar la extracción y cuantificación de P3HB. 

 

2.3 ANÁLISIS DE METABOLITOS, PARÁMETROS CINÉTICOS Y 

ESTEQUIOMÉTRICOS 

 

Las células cosechadas durante la fase de crecimiento exponencial fueron centrifugadas y el 

sobrenadante libre de células fue congelado para análisis subsecuentes. La concentración de 

ácidos orgánicos y glucosa fue cuantificada utilizando un HPLC (“High Pressure Liquid 

Chromatography”) (1200, Agilent, CA, USA) equipado con detectores de UV e índice de 

refracción y una columna de intercambio iónico (300 x 78 mm; Aminex HPX-87H; BioRad, 

USA) a 50°C. Se utilizó una fase móvil de H2SO4 (0.005 mol L-1) y un flujo de elución de 0.5 

mL min-1. La composición de los gases a la salida del fermentador fueron medidos mediante 

sensores de O2- y CO2-gas (BlueSens, gas sensor GmbH, Herten, Germany) los cuales miden, 

en el caso de O2, la variación de voltaje mediante la reacción con zirconio y en el caso de CO2  

posee un detector infrarrojo. Dichos detectores tienen un rango de medición de 0.1-25 (% Vol) 

y 0-10 (% Vol) respectivamente y una precisión > 0.2% sobre el porcentaje máximo de medición 

por el respectivo sensor. Para el balance de masas se calcularon el OTR (mmolO2/L*min) y 

CTR (mmolCO2/L*min) con base en la fracción molar de O2 y CO2 en aire (20.9% y 0.038% 

respectivamente) y con el flujo de gas utilizado para airear el fermentador, 0.84 L min-1. La 

concentración molar total de (C)O2 se obtuvo mediante la integración de los valores de O(C)TR 

con respecto al tiempo en minutos. Así, las tasas de respiración (qo2) y producción de CO2 

(qco2) fueron calculadas con la relación µ a Yx/o2 y Yx/Co2.  

Los datos y las figuras en las tablas son el promedio de tres cultivos diferentes. El crecimiento 

celular fue monitoreado mediante densidad óptica a 600nm (DO600) en un espectrofotómetro 
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(DU-70, Beckman Instruments, Inc. Fullerton, CA). La DO600 fue convertida a peso seco celular 

(concentración de células) utilizando una curva de calibración (1 DO600 = 0.43 g/L de peso 

seco) realizada específicamente en este proyecto de doctorado para la cepa de E. coli MG1655 

y derivadas.  

Las tasas específicas de crecimiento (µ) fueron determinadas por el ajuste de la regresión 

exponencial de los datos de la biomasa con respecto al tiempo. Los rendimientos de biomasa 

(YX/GLC), acetato (YACE/GLC), CO2 (YCO2/GLC) y O2 (YO2/GLC) en glucosa fueron estimados por el 

coeficiente de la regresión lineal de la concentración del metabolito con respecto a la 

concentración de glucosa consumida durante la fase de crecimiento exponencial, en gramos de 

biomasa/mmolGLC o mmolPRODUCT/mmolGLC. La tasa específica de consumo de glucosa (qGLC) 

fue determinada con la relación de µ a Yx/s. 

 

2.4 DETERMINACIONES ENZIMÁTICAS Y DE COFATORES 

 

2.4.1 Mediciones Enzimáticas 

 

Las mediciones enzimáticas se hicieron tomando muestras a 3DO600nm durante la fase de 

crecimiento exponencial. El equivalente a 6.3 mg de células se cosecharon por centrifugación 

a 4,000 x g (10 min a 4°C) y se lavaron una vez con amortiguador A (amortiguador Tricina 20 

mM, pH 8.5, suplementado con 2-mercapto-etanol 3 mM). Las células fueron resuspendidas en 

500 µL del mismo amortiguador y sonicadas con 3 pulsos de 45 s y pausas de 30 s a 4 °C usando 

un sonicador “Soniprep” (150 ultrasonic disintegrator, MSE Ltd, London, U.K.), usando un 

baño de hielo con etanol. Los restos celulares fueron removidos por centrifugación (4,000 x g 

3 min, 4°C). El sobrenadante fue utilizado para las mediciones enzimáticas. La actividad 

GAPDH fue determinada como se describe en Iddar y col. (31). La reacción NADP+-GAPDH 

fue iniciada por la adición del extracto celular en una mezcla de reacción que contenía la 

solución amortiguadora A: NADP+ 1 mM y D-Gliceraldehido-3-Fosfato (G-3-P) 1 mM a 25°C. 

La reacción NAD+-GAPDH se medió utilizando el mismo procedimiento con NAD+ 1 mM y 

10 mM AsO4
3-. La variación de la absorbancia a 340 nm fue monitoreada en un 

espectrofotómetro DU-70 (Beckman Instruments, Inc. Fullerton, CA). Una unidad de actividad 

específica se definió como 1 μmol de NAD(P)H formado por min por mg de proteína 

(IU/mgPROT). La concentración de proteína fue determinada por el método de Bradford (85) 

utilizando el reactivo Bio-Rad y albúmina bovina como proteína de referencia.  
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2.4.2 Medición de cofactores 

 

Las mediciones de cofactores se hicieron tomando muestras a 3DO600nm durante la fase de 

crecimiento exponencial. Los cofactores intracelulares tales como, NAD+, NADP+, NADH y 

NADPH, fueron extraídos y ensayados utilizando el kit de extracción EnzyChromTM (BioAssay 

Systems, Hayward, CA, USA) siguiendo las indicaciones del proveedor. Para una rápida 

inactivación del metabolismo celular, el equivalente a tres muestras de 12.6 mg cada una de 

células de cada cultivo fueron inmediatamente recibidas en metanol al 70% (v/v) a -50°C (86). 

La pastilla celular fue lavada en frío con PBS y resuspendida en amortiguador ácido o básico 

(BioAssay Systems, Hayward, CA, EUA) para extraer los pirimidin nucleótidos reducidos u 

oxidados (87). La concentración relativa de NAD+, NADH, NADP+, y NADPH fue cuantificada 

por métodos enzimáticos (87), utilizando NADP+-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y NAD+-

lactato deshidrogenasa (BioAssay Systems, Hayward, CA, USA).  

Para medir la relación [ATP]/[ADP], tres muestras de aproximadamente 5 mg de células fueron 

recibidas en 2 mL de fenol (equilibrado con 10 mM Tris-1 mM EDTA a pH 8) a 80°C y las 

muestras fueron tratadas como reporta Koebbmann (88). La concentración de ATP fue medida 

con el kit “luciferin-luciferase” (ENLITEN® ATP Assay System Bioluminiscense Detection kit; 

Promega Corporation, EUA) siguiendo las instrucciones del proveedor. Enseguida, el ADP fue 

convertido a ATP adicionando una unidad enzimática de piruvato cinasa y 1 mM de 

fosfoenolpiruvato, así, el total de ATP fue determinado como se describe arriba y la 

concentración de ADP fue calculada por la diferencia de ambas mediciones. 

 

2.5 ANÁLISIS RT-qPCR 

 

2.5.1 Extracción de ARN  

 

El ARN total fue aislado y purificado utilizando la metodología reportada previamente por 

nuestro grupo de investigación (Aguilar y col (2012) (89)), con el equivalente a 11.1 mg de 

células colectadas del fermentador en fase de crecimiento exponencial a 3 DO600nm. Las 

muestras fueron resuspendidas en 300 μl de “DNAsa y RNasa-water free” (Ambion Inc, EUA) 

con inhibidor de RNasa (Fermentas Life Sciences, EUA). El ARN fue analizado en  un gel de 
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agarosa-formaldehído. La concentración de ARN fue cuantificado usando un Nanodrop 2000c 

(Thermo Scientific); las relaciones 260/280 y 260/230 fueron examinadas para descartar 

contaminación por proteína y solventes. Las muestras de ARN fueron almacenadas a -70oC. 

Los procedimientos utilizados en la presente tesis para obtener el cADN y realizar los análisis 

de RT-qPCR de este trabajo han sido reportados previamente a detalle por nuestro grupo de 

investigación (Aguilar y col (2012) (89).  

 

2.5.2 Síntesis de cADN para el Análisis RT-qPCR 

 

El cADN fue sintetizado mediante el kit RevertAidTM H minus First Strand cDNA Synthesis 

(Fermentas LifeSciences, USA), siguiendo las instrucciones del proveedor. El TR-qPCR fue 

llevado a cabo en un ABI Prism 7000 Sequence Detection System y un 7300 Real Time PCR 

System (Perkin Elmer/Applied Biosystems, USA) utilizando MaximaR SYBR Green/ROX 

qPCR Master Mix (2X) kit (Fermentas LifeSciences, USA). La técnica de cuantificación 

utilizada para analizar los datos fue el método 2-∆∆Cq reportado por Livak y Shmittgen (90). Para 

cada análisis, los niveles de transcrito de los genes que corresponden a MG1655 fueron 

considerados iguales a 1 y usados como control para normalizar los datos. 

 

2.6 DETERMINACIÓN DE P3HB 

 

Para determinar el contenido de P3HB las células fueron cosechadas por centrifugación a 4,000 

x g, 30 min a 4°C, se lavaron dos veces con agua destilada y se liofilizaron. 10 mg de las células 

liofilizadas conteniendo P3HB fueron pesados en un vial de vidrio con tapa de teflón y 

mezcladas con 3mL de una solución de hipoclorito de sodio (2% vol/vol). El siguiente 

procedimiento se llevó a cabo utilizando el mismo vial de principio a fin para cada muestra. 

Los gránulos de P3HB fueron separados de la fracción acuosa mediante centrifugación (3000 

x g 10 min). El P3HB fue recuperado y lavado dos veces con agua destilada. Los gránulos del 

polímero fueron resuspendidos totalmente en 3mL de cloroformo grado reactivo. El P3HB seco 

fue obtenido mediante la total evaporación del cloroformo durante su exposición en una 

campana de extracción. Para la cuantificación, el P3HB seco se resuspendió en 75 µL de mezcla 

A (H2SO4 : metanol (10% vol/vol) 50 µL + ácido benzoico : metanol (4% wt/vol) 25 µL). La 

mezcla fue calentada a 95°C hasta la total disolución del polímero (mezcla translúcida), 

entonces 0.75 mL de la mezcla B (cloroformo 0.5 mL + H2O 0.25 mL) fue adicionada y 
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vigorosamente mezclada por un minuto 5 veces con espacios de 1 min en reposo. Las fases 

fueron separadas por centrifugación a 3000 x g por 2 min. La fase orgánica fue recuperada y 

cuantificada utilizando un Cromatógrafo de Gases (6850, Agilent, CA, EUA) equipado con una 

columna INNOWax(30m x 0.25mm, 0.25 µm) con una fase móvil de Helio a un flujo de 0.1 

mL/min. La temperatura de inicio fue de 50°C y se aumentó con un gradiente escalonado de 

20°C hasta llegar a 260°C. La mezcla A contiene ácido benzoico como estándar interno.  
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

3.1 RESPUESTA METABÓLICA Y TRANSCRIPCIONAL DE E. coli CON UNA 

GLICERALDEHÍDO-3-FOSFATO DESHIDROGENASA DE Streptococcus mutans1 

 

3.1.1 Reemplazo de la enzima GAPDH-NAD+ nativa por la enzima GAPDH-NADP+ de 

S. mutans1  

 

on el objetivo de estudiar los efectos metabólicos relacionados con el reemplazo de la 

GAPDH-NAD+ de E. coli por la GAPDH-NADP+ de S. mutans, se generaron dos cepas 

a partir de la cepa silvestre E. coli MG1655. Utilizando el sistema de recombinasa λ red (83), 

se construyó la cepa MG1655ΔgapA::gapN por la inserción en el cromosoma del gen gapN en 

el mismo locus del gen gapA (Figura 2.1A). Por lo tanto, en esta cepa, la expresión de gapN fue 

controlada por la misma región promotora y traduccional del gen nativo gapA (25, 26). Por otro 

lado, para incrementar el nivel de expresión del gen gapN, la propia cepa MG1655ΔgapA::gapN 

fue transformada con el plásmido pTrcgapN, el cual promueve la expresión de gapN por el 

promotor constitutivo trc (81) (Figura 2.1B) y se obtuvo la cepa 

MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN.  

 

________________________________ 
1Los resultados de esta sección fueron publicados en la siguiente referencia que se muestra en el Anexo I: Centeno-
Leija S, Utrilla J, Flores N, Rodriguez A, Gosset G, Martinez A. 2013. Metabolic and Transcriptional Response of 
Escherichia coli with a NADP+-dependent Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase from Streptococcus 
mutans. Antonie van Leeuwenhoek. DOI 10.1007/s10482-013-0010-6 (Agosto de 2013).  
 

C 

A B 

Figura 2.1 A) Estrategia de reemplazo del gen gapA por el gen gapN basado en el sistema λ red. B) Plásmido 
pTrcgapN 
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La caracterización cinética, se llevó a cabo en cultivos lote aireados en fermentador con medio 

mineral suplementado con 8 g/L de glucosa. Los datos cinéticos mostrados en la Tabla 3 indican 

que en comparación con la cepa silvestre MG1655, las tasas de crecimiento y consumo de 

glucosa en la cepa MG1655ΔgapA::gapN disminuyeron 5 y 3.4 veces, respectivamente (Tabla 

3, Figuras 2.2A y 2.2B). De acuerdo con esto, la actividad específica de la enzima GAPDH-

NADP+ en la cepa MG1655ΔgapA::gapN fue 2.6 veces menor que la actividad GAPDH-NAD+ 

de la cepa silvestre (Tabla 3). Es de resaltarse las diferencias en los niveles de actividad GAPDH 

de ambas cepas, ya que la expresión del gen gapN fue controlado por el mismo promotor nativo 

gapA. Lo anterior puede ser explicado por las inherentes diferencias de las propiedades 

catalíticas de cada enzima ya que a diferencia de GAPDH-NAD+, la GAPDH-NADP+ no 

requiere fosforo inorgánico y su reacción es cooperativa e irreversible, así mismo es inhibida 

tanto por G3P como por NADPH (24, 97). El análisis comparativo de la cepa 

MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN indicó que la μ y qGLC fueron 15% y 25% menores que en la 

cepa silvestre, respectivamente (Tabla 3, Figuras 2.2A y 2.2B). En contraste, la actividad 

GAPDH-NADP+ fue 1.8 veces mayor que la actividad GAPDH-NAD+ de la cepa silvestre 

(Tabla 3).   

Tabla 3. Parámetros cinéticos de crecimiento y actividad GAPDH de las cepas MG1655 
ΔgapA::gapN, MG1655 ΔgapA::gapN/pTrcgapN y MG1655 de cultivos lote en medio mineral 
con glucosa.  
 

CEPA μ (h-1) 
qGLC 

(mmolGLC/gDCW h) 
 

(molACE/ 
molGLC) 

GAPDH-NAD+ 
(U/mgPROT) 

GAPDH-NADP+ 
(U/mgPROT) 

MG1655 0.52 (0.01) 7.04 (0.05) 0.61 (0.07) 0.522 (0.21) --- 
MG1655ΔgapA::gapN 0.11 (0.03) 2.06 (0.17) 0.04 (0.00) --- 0.201 (0.13) 
MG1655ΔgapA::gapN 
/pTrcgapN 0.44 (0.01) 5.24 (0.13) 0.78 (0.02) --- 0.937 (0.04) 

Los valores entre paréntesis indican la desviación estándar 
 

Por otro lado, la cepa MG1655ΔgapA::gapN tuvo una tasa de crecimiento específica (μ) de 0.11 

± 0.03 h-1 y una tasa de consumo de glucosa (qGLC) de 2.06 ± 0.17 mmolGLC gDCW
-1h-1. Mientras 

que la μ y qGLC de la cepa MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN fueron 4 y 2.5 veces mayores que 

en la cepa MG1655ΔgapA::gapN, respectivamente (Tabla 2, Figuras 2.2A y 2.2B). Así mismo, 

la actividad específica de la enzima GAPDH-NADP+ en la cepa MG1655ΔgapA::gapN fue 4.6 

veces menor que en la cepa MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN y no fue detectada actividad 

GAPDH-NAD+ en ninguno de estas dos cepas (Tabla 3). Dado que las mutantes de E. coli 

carentes de la actividad GAPDH-NAD+ son incapaces de crecer en hexosas como fuente de 

carbono (27, 28, 91), lo anterior indica que la expresión de gapN de S. mutans puede reemplazar 
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la función nativa de gapA. Por otro lado, los niveles de actividad específica de la enzima 

GAPDH-NADP+ revelan que las diferencias en las tasas de crecimiento y consumo de glucosa 

son atribuibles a los distintos niveles de expresión de gapN. En efecto, se ha demostrado en E. 

coli que el flujo de carbono a través de la vía EMP puede ser controlado mediante el nodo 

gliceraldehído 3-fosfato modulando la fuerza de expresión de gapA (92) y los resultados 

sugieren que la fuerza de expresión de gapN puede también ejercer una respuesta similar. 

El análisis de ácido orgánicos indicó que la cepa MG1655ΔgapA::gapN produce una cantidad 

despreciable de ácido acético (0.04 ± 0.00 molACE/molGLC) (Figura 2.2C), lo cual se esperaba 

dado que el bajo flujo de glucosa a través de la vía EMP reduce la síntesis de ácido acético (61, 

62). Más aún, esta característica es deseable para mejorar la producción de proteínas 

recombinante e incrementar la disponibilidad de carbono para producir diversos metabolitos de 

interés industrial (93–95). En contraste, la cepa MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN dirige ~40% 

del sustrato hacia la producción de ácido acético (0.78 ± 0.02 molACE/molGLC) (Tabla 3, Figura 

2.2C). Se ha reportado que se obtienen altos niveles de ácido acético cuando la GAPDH-NADP+ 

de C. acetobuyiricum (GapC) fue utilizada para reemplazar la GAPDH-NAD+ de E. coli para 

producir licopeno (19), lo cual reduce el carbono disponible para la síntesis de licopeno. Sin 

embargo, la disminución de la síntesis de ácido acético es posible mediante la eliminación de 

la vía AckA-Pta (96) o utilizando una cepa con bajo flujo glucolítico (61, 62), como el que 

presenta la cepa MG1655ΔgapA::gapN. Estos resultados muestran que la enzima GAPDH-

NADP+ de S. mutans no sólo reemplaza la función nativa de la enzima GAPDH-NAD+, 

también, como es citado arriba, el flujo de carbono a través de la vía EMP puede ser controlado 

por los niveles de expresión de gapN y a su vez la entrada de glucosa y producción de ácido 

acético.  

 

 

Figura 2.2 Perfil de crecimiento (a), consumo de glucosa (b) y producción de ácido acético (c) de las cepas y 
la silvestre MG1655 (círculos), MG1655ΔgapA::gapN (triángulos) y MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN 
(rombos). 
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Los resultados anteriores indican que el incremento de la actividad heteróloga GAPDH-NADP+ 

puede restaurar parcialmente el crecimiento y entrada de glucosa de la cepa silvestre MG1655. 

Es probable que la producción de NADPH en lugar de NADH durante la oxidación del 

gliceraldehído 3-fosfato conlleve efectos metabólicos que afecten el crecimiento y consumo de 

glucosa. En la siguiente sección, se describe un análisis metabólico más profundo de la cepa 

MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN ya que fue la que presentó un mejor perfil cinético con 

respecto a la cepa silvestre. 

 

3.1.2 Respuesta Metabólica al reemplazo de GAPDH-NAD+ por GAPDH-NADP+ 

  

on el objetivo de estudiar las alteraciones en el balance redox y en los niveles energéticos, 

se determinaron los niveles de los cofactores NAD(P)(H) y de ATP/ADP durante la fase 

de crecimiento exponencial de la cepa MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN. Como se muestra en 

la Figura 2.3, la relación intracelular de NADH/NAD+ disminuyó un 25% cuando es comparada 

con la cepa silvestre. En contraste, la relación intracelular de NADPH/NADP+ incrementó 2 

veces indicando que las alteraciones en el recambio del cofactor NAD(P)H mediante la 

oxidación del gliceraldehído 3-fosfato permitieron aumentar 3 veces la relación 

NADPH/NADH.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Lo anterior revela que la sobre-expresión de la enzima GAPDH-NADP+ en una cepa carente de 

la actividad GAPDH-NAD+ modifica los niveles intracelulares redox favoreciendo la presencia 

del cofactor NADPH y disminuyendo la de NADH. Conjuntamente, la relación intracelular de 

ATP/ADP disminuyó 2 veces al comparase con la cepa silvestre (Figura 2.3). Así mismo, la tasa 

específica de respiración (qo2) y el rendimiento de consumo de oxígeno en glucosa (Yo2/GLC) 

C 

Figura 2.3 Relaciones molares de los cofactores de las cepas MG1655 (rojo) y 
MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN (azul). 
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disminuyeron cerca del 20% y 40%, respectivamente al compararlos con la cepa silvestre (Tabla 

4) (VER MATERIAL COMPLEMENTARIO).  

Tabla 4. Parámetros cinéticos de las cepas MG1655 y MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN de 
cultivos lote en medio mineral con glucosa.  
 

CEPA 
qO2 

(mmolo2/ 
gDCW

 h) 

qco2 
(mmolco2/ 

gDCW h) 

qACE 
(mmolACE/ 

gDCW h) 

YCO2/GLC 
(mol/ 
mol) 

YO2/GLC 
(mol/ 
mol) 

YACE/GLC 
(molACE/ 
molGLC) 

MG1655 16.98 
(0.35) 

16.84 
(0.25) 

4.97 
(0.32) 

0.88 
(0.02) 

0.92 
(0.03) 

0.61 
(0.07) 

MG1655 
ΔgapA::gapN/pTrcgapN 

14.01 
(0.26) 

13.89 
(0.16) 

4.85 
(0.45) 

0.54 
(0.03) 

0.55 
(0.03) 

0.78 
(0.02) 

Valores en paréntesis indican la desviación estándar 
 

Dado que la producción de NADH está acoplada a la cadena respiratoria para proveer ATP a 

través de la fosforilación oxidativa (62, 88, 98, 99), estos datos sugieren que la disminución de 

la capacidad respiratoria y de los niveles energéticos de la cepa MG1655 

ΔgapA::gapN/pTrcgapN fueron causados por la disminución en los niveles de NADH por la 

pérdida de GapA. De hecho, el análisis transcriptómico reveló que los niveles de expresión de 

genes relacionados con la cadena respiratoria (CR) y fosforilación oxidativa (FO) tales como 

nuo (NADH:ubiquinona oxidoreductasa I), ndh (ubiquinona oxidoreductasa II), cydA 

(citocromo bd oxidasa subunidad I), cyoB (citocromo bo oxidasa subunidad I) y atpA (ATP 

sintetasa F1 complejo de subunidad I) disminuyeron cerca del 50% con relación a la expresión 

de los mismos genes de la cepa silvestre (Figura 2.4). De acuerdo con lo anterior, diversos 

estudios han demostrado que las alteraciones en los niveles de energía afectan la expresión de 

genes involucrados en la CR y FO (100, 101). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.4. Expresión relativa de los genes involucrados en la cadena respiratoria de la cepa MG1655 
ΔgapA::gapN/pTrcgapN. Valores relativos a la cepa silvestre MG1655. Criterio de significancia: transcripción 
relativa ≥ 0.5 (sobre-expresión) o ≤ 0.5 (sub-expresión). 
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Por otro lado, se observó que el nivel de expresión de los genes que codifican para las succinato 

deshidrogenasas A y C (sdhA y sdhC respectivamente) y fumarasas A y B (fumA y fumB) 

incrementaron más de 60% comparado con la cepa control (Figura 2.4). Se sabe, que la SdhA 

y SdhB están involucradas en el complejo II de la CR y utilizan FADH2 como donador de 

electrones (102), mientras que FumA y FumB producen NADH a través de la membrana 

citoplasmática (103). La expresión de ambos sistemas depende del estado intracelular de 

NADH, el cual está determinado generalmente por el tipo de fuente de carbono o por la 

presencia de oxígeno (104, 105). En este caso, dado que los niveles intracelulares de NADH 

fueron alterados por la sobre-expresión de la enzima GAPDH-NADP+, es posible que la sobre-

expresión de dichas oxidoreductasas son una respuesta a los bajos niveles de NADH. 

 

 

Figura 2.5. Expresión relativa de los genes involucrados en el metabolismo central de la cepa 
MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN. Valores relativos a la cepa silvestre MG1655. Criterio de significancia: 
transcripción relativa ≥ 0.5 (sobre-expresión) o ≤ 0.5 (sub-expresión). Vía Embden-Meyerhof-Parnas (azul), 
Pentosas Fosfato (verde), Ciclo de los Ácidos Tricarboxílicos (rojo) y Ruta de ácido acético (naranja) 
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Por otro lado, el análisis transcriptómico indicó que la expresión de genes de la ruta EMP no 

presentó un cambio significativo (> 0.5 relativo a la cepa parental) (Figura 2.5). Lo anterior es 

coherente con el hecho de que la expresión de los genes glucolíticos depende de reguladores 

transcripcionales globales tales como Crp, el cual responde a los niveles de AMPc cuando la 

entrada de carbono está limitada (106). Sin embargo, este no es el caso de la cepa MG1655 

ΔgapA::gapN/pTrcgapN.  

En contraste, la expresión del gen udhA que 

codifica para la transhidrogenasas UdhA, 

incrementó 2.4 veces (Figura 2.6) probablemente 

para generar NADH a partir del exceso de NADPH 

(16, 98, 107, 108). Así mismo, la expresión de 

genes clave de la rama oxidativa de la vía de las 

PF, tales como gnd (6-fosfogluconato 

deshidrogenasa), tktB (transcetolasa II) y talA 

(transaldolasa A) disminuyeron alrededor de 34% 

y 75% relativos a la expresión de la cepa parental 

(Figura 2.5), lo cual sugiere que existe una baja 

actividad de la rama oxidativa de las PF. Dado que 

la vía de las PF es una de las rutas más importantes 

para producir NADPH (17, 55), estos datos coinciden con observaciones previas que 

demuestran que altos niveles de NADPH disminuyen el flujo a través de PF (18, 19). 

Finalmente, se observó que las moles de CO2 producidos por mol de glucosa consumida, 

disminuyeron cerca del 40% (Tabla 4) y el rendimiento de ácido acético en glucosa (YACE/GLC) 

incrementó un 22% cuando se compara con la cepa silvestre. Dado que el CAT es la principal 

vía productora de CO2, lo anterior sugiere que en la cepa MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN una 

mayor cantidad de acetil-CoA fue dirigida a la síntesis de ácido acético en lugar de al CAT 

(Tabla 4). En concordancia con esto, la expresión de genes involucrados en canalizar el acetil-

CoA a través del CAT, tales como gltA (citrato sintasa), acnA (aconitato hidratasa 1), acnB 

(aconitato hidratasa bifuncional 2 and 2-metilisocitrato deshidratasa), sucA (2-oxoglutarato 

decarboxilasa) y sucB (dihidrolipoiltranssuccinilasa) estuvieron 50% sub-expresados (Figura 

2.5), lo cual sugiere que el CAT tuvo menor actividad que la cepa parental. El fenómeno anterior 

podría ser una respuesta para aumentar los niveles de ATP vía Acka-Pta y reducir la producción 

de NADPH por la isocitrato deshidrogenasa del CAT. Una observación similar fue reportada 

Figura 2.6 Expresión relativa de los genes 
involucrados en el sistema de 
transhidrogenasas de la cepa 
MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN. Valores 
relativos a la cepa silvestre MG1655. Criterio 
de significancia: transcripción relativa ≥ 0.5 
(sobre-expresión) o ≤ 0.5 (sub-expresión). 
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por Martínez en 2008 mediante análisis de flujo de carbono, mostrando que la cepa E. coli 

ΔgapA::gapC exhibe un bajo flujo a través del nodo de acetil-CoA y una mayor producción de 

ácido acético (19).  

 

3.1.3 Conclusiones de esta sección 

 

a GAPDH-NADP+ de S. mutans reemplaza la función nativa de GAPDH-NAD+ 

en E. coli y genera NADPH durante la vía de Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP), 

aumentando los niveles intracelulares de NADPH. Además, el crecimiento, la entrada de 

glucosa y la producción de ácido acético pueden ser controlados por los niveles de la actividad 

heteróloga de GAPDH-NADP+. Si bien, la sobre-expresión del gen gapN puede incrementar el 

crecimiento y la velocidad de consumo de sustrato de la mutante MGI655 ∆gapA::gapN, no es 

posible restaurar totalmente los valores de crecimiento y consumo de glucosa como en la cepa 

silvestre ya que el reemplazo disminuyó los niveles de NADH, generando perturbaciones redox 

que limitaron las capacidades respiratorias y disminuyeron los niveles energéticos. 

  

L 
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3.2 INCREMENTO EN LA PRODUCCIÓN DE POLI-3-HIDROXIBUTIRATO EN E. 

coli POR EL AUMENTO DE LOS NIVELES INTRACELULARES DE NADPH Y DE 

LA POZA DE ACETIL-CoA1 

 

3.2.1 Generación de NADPH mediante la vía de EMP y su efecto sobre la síntesis de P3HB 

 

on el objetivo de investigar los efectos sobre la síntesis de P3HB al aumentar los niveles 

de NADPH mediante la vía EMP (Figura 2.7A), se utilizó como modelo a la cepa 

MG1655 ΔgapA::gapN/pTrcgapN. Además, para evitar los efectos metabólicos negativos 

relacionados con el reemplazo de gapA, se incluyó a la cepa silvestre MG1655 transformada 

con plásmido pTrcgapN (MG1655/pTrcgapN), de esta forma se pretende generar una libre 

competencia entre la enzima nativa GAPDH-NAD+ y la enzima heteróloga GAPDH-NADP+ y 

evitar un desbalance drástico en el recambio de NAD(P)H durante el consumo de glucosa 

(Figura 2.7B). 

__________________ 
1Los resultados de esta sección forman parte de un manuscrito en preparación para su publicación que se muestra 
en el Anexo II: Centeno-Leija S, Huerta-Beristain G, Giles-Gomez M, Gosset G, Martinez A. 2013. Improving 
Polyhydroxybutyrate Production in E. coli by Increasing the NADPH Pool and Acetyl-CoA Availability. Antonie 
van Leewenhoek (en preparación) 
  

C 

Figura 2.7. A) Esquema del metabolismo central de la cepa MG1655 ΔgapA::gapN/pTrcgapN acoplado a la 
síntesis de P3HB (vías heterólogas flechas punteadas). En él se ejemplifica la producción de NADPH durante 
la vía EMP por la enzima GapN. B) Esquema del metabolismo central de la cepa MG1655/pTrcgapN en la que 
coexisten tanto la enzima nativa GapA y la enzima de S. mutans GapN. 
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La cepa MG1655/pTrcgapN fue 

caracterizada para investigar su 

perfil cinético. Los datos obtenidos 

indicaron que las µ, qGLC y 

producción de ácido acético de la 

cepa MG1655/pTrcgapN fueron 

similares a los de la cepa silvestre 

(Tabla 5). Así mismo, fue notable la 

presencia tanto de la actividad 

GAPDH-NAD+ nativa como de la 

actividad GAPDH-NADP+ en los 

extractos celulares de 

MG1655/pTrcgapN (Tabla 5), lo que concuerda con el incremento de 1.8 veces en la relación 

NADPH/NADH con respecto a la cepa silvestre (Figura 2.8). Dichos resultados demuestran 

que la coexistencia de ambas actividades permite incrementar los niveles intracelulares de 

NADPH sin afectar las capacidades de crecimiento, posiblemente porque los niveles de NADH 

no se alteran drásticamente. Sin embargo, la cepa MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN posee 3 

veces más de la relación intracelular de NADPH/NADH que la cepa silvestre, lo que es 1.7 

veces más que en la cepa que coexisten ambas enzimas (Figura 2.8). Este hecho se debe a que 

en el caso de MG1655 ΔgapA::gapN/pTrcgapN por cada mol de glucosa que pasa por la vía 

EMP se producen 2 moles de NADPH a través de GapN (Figura 2.7A) y en el caso de la cepa 

MG1655/pTrcgapN existe una competencia por el sustrato entre GapN y GapA  (Figura 2.7B) 

lo que permite la generación tanto de NADPH como de NADH, aunque no necesariamente en 

igual proporción, ya que como se describe anteriormente, ambas enzimas poseen diferencias 

catalíticas (24, 97). 

 
Tabla 5. Parámetros cinéticos de las cepas MG1655 y sus derivadas de cultivos lote en medio 
mineral con glucosa. 
 

CEPA μ (h-1) 
qGLC 

(mmolGLC/ 
gDCW h) 

YACE/s 
(molACE/ 
molGLC) 

NAD+-
GAPDH  
(U/mg) 

NADP+-
GAPDH  
(U/mg) 

MG1655 0.52 (0.01) 7.04 (0.05) 0.61 (0.07) 0.522 (0.21) --- 
MG1655/pTrcgapN 0.50 (0.01) 7.57 (0.03) 0.63 (0.05) 0.531 (0.14) 0.788 (0.07) 
MG1655ΔackA-pta 0.45 (0.01) 6.63 (0.02) 0.16 (0.00) 0.562 (0.07) --- 
MG1655ΔackA-pta/pTrcgapN 0.43 (0.01) 6.72 (0.00) 0.08 (0.00) 0.545 (0.03) 0.866 (0.11) 
Los valores en paréntesis indican la desviación estándar 
 

Figura 2.8 Relación molar de los niveles intracelulares de 
NADPH/NADH de la cepa silvestre MG1655 (rojo); 
MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN (azul); MG1655/pTrcgapN 
(verde); MG1655∆ackA-pta (morado); MG1655∆ackA-
pta/pTrcgapN (naranja) 
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Con el objetivo de estudiar si las altas 

concentraciones de NADPH favorecen la 

acumulación de P3HB, tanto la cepa 

MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN como la cepa 

MG1655/pTrcgapN fueron transformadas con el 

plásmido pPHBAv el cual contiene un origen de 

replicación compatible con pTrcgapN, un 

promotor trc inducible por IPTG y el operón 

phbBAC de A. vineladii (Figura 2.9). Para hacer 

el análisis comparativo, la cepa silvestre 

MG1655 fue transformada con el plásmido 

pAcyc vacío y con el plásmido pPHBAv 

(MG1655/pACYC vacío /pPHBAv). 

 

La producción se llevó a cabo en cultivos lote en fermentador con medio mineral suplementado 

con 10 g/L de glucosa y la síntesis del polímero se indujo con IPTG cuando la masa celular 

alcanzó 0.42 gDCW/L. Las cinéticas de aumento de biomasa (células + P3HB), que son 

mostrados en las Figuras 2.10, indican que las cepas 

MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN/pPHBAv y MG1655/pTrcgapN/pPHBAv acumularon cerca 

de 1.4 y 2 veces más polímero intracelular (gPHB/gDCW) que la cepa silvestre (Figuras 2.11) y la 

cantidad de glucosa que es canalizada hacia la síntesis de P3HB (gPHB/gGLC) aumentó 1.2 y 1.4 

veces en comparación con la cepa silvestre, respectivamente (Figura 2.12). De acuerdo con esto 

y con base en el rendimiento teórico máximo (0.48 gPHB/gGLC), el aumento en los niveles de 

NADPH permite que ambas cepas aprovechen el 55 % y 65 % del sustrato para la acumulación 

de P3HB, respectivamente. Mientras que en la cepa silvestre solo se aprovecha el 48%  (Figura 

2.12). Por otro lado, a pesar de que la cepa MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN posee los más 

altos niveles intracelulares de NADPH (Figura 2.8), su derivada 

MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN/pPHBAv acumula 30% menos polímero que la cepa en la 

que coexisten tanto GapA como GapN: MG1655/pTrcgapN/pPHBAv (Figuras 2.10 y 2.11). 

Esto puede deberse a que la pérdida de carbono dada por la síntesis de ácido acético es 2 veces 

mayor en la cepa MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN/pPHBAv que en la cepa 

MG1655/pTrcgapN/pPHBAv (Figura 2.10). En este sentido, la alta producción de ácido acético 

de la cepa MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN/pPHBAv podría ser explicada porque durante la 

expresión de proteína recombinante a través de plásmidos existe una alta demanda de ATP y 

A 

Figura 2.9 Plásmido pPHBAv que contiene el 
operón phbBAC de A. vinelandii 
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poder reductor (109). Dicha demanda, puede ser mitigada mediante la formación de ácido 

acético ya que esta ruta proporciona poder reductor mediante PoxB y ATP mediante AckA-Pta 

(62, 110, 111). Bajo este criterio, es probable que la expresión heteróloga de proteínas en la 

cepa MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN/pPHBAv resulta en una carga metabólica tal que 

necesita producir ácido acético para contender con el estrés energético y redox. Sin embargo, 

la producción de ácido acético a su vez, restringe la disponibilidad de acetil-CoA y la CoA 

liberada podría inhibir a la β-cetotiolasa, lo que a su vez limita la producción de P3HB. Esto 

hace que a pesar de que la cepa MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN/pPHBAv posee los más altos 

niveles intracelulares de NADPH produzca menos polímero que las otras derivadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 2.10 Cinéticas de crecimiento durante la 
acumulación de P3HB (A); consumo de glucosa (B) 
y producción de ácido acético (C) de las cepas 
MG1655/pAcyc vacío/pPHBAv (círculos rojos); 
MG1655∆gapA::gapN/pTrcgapN/pPHBAv (círculos 
azules); MG1655/pTrcgapN/pPHBAv (círculos 
verdes); MG1655∆ackA-pta/pAcyc vacío/pPHBAv 
(círculos morados) y MG1655∆ackA-
pta/pTrcgapN/pPHBAv (círculos naranjas). 
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3.2.2 Incremento en la poza de acetil-CoA sumada a los altos niveles de NADPH y su efecto 

sobre la síntesis de P3HB  

 

ara evitar la pérdida de carbono y aumentar la poza de acetil-CoA, fue eliminada la vía 

principal de producción de ácido acético mediante la interrupción del operón ackA-pta en 

el cromosoma de la cepa MG1655. La caracterización de la cepa MG1655ΔackA-pta indicó que 

la velocidad específica de crecimiento y consumo de glucosa disminuyeron un 10% con 

respecto a la cepa parental MG1655 (Tablas 4 y 5). Así mismo, observamos que esta cepa 

destina solo el 8% de la glucosa a la producción de ácido acético, mientras que en la cepa 

silvestre ocupa el 30%. Dicho perfil, es común en las cepas carentes del operón ackA-pta y es 

útil para mejorar la disponibilidad de 

acetil-CoA (96).  

Por otro lado, para combinar el 

aumento en la disponibilidad de acetil-

CoA con el incremento en los niveles 

de NADPH, la cepa MG1655ΔackA-

pta fue transformada con el plásmido 

pTrcgapN y fue caracterizada. El perfil 

cinético mostró que la cepa 

MG1655ΔackA-pta/pTrcgapN solo 

produce 0.04 moles de acético por cada 

mol de glucosa y que la velocidad 

específica de crecimiento y consumo de 

glucosa son similares a su parental MG1655ΔackA-pta (Tabla 5). Así mismo, se encontró que 

los niveles de NADPH/NADH de la cepa MG1655ΔackA-pta/pTrcgapN son 2 veces más altos 

que la cepa silvestre MG1655 y que la cepa parental MG1655ΔackA-pta (Figura 2.8), lo que 

coincide con la coexistencia de las actividades GAPDH-NAD+ y GAPDH-NADP+ (Tabla 5). 

Lo anterior muestra por un lado, que la cepa MG1655ΔackA-pta/pTrcgapN solo ocupó el 4% 

de la glucosa para producir ácido acético, lo que puede favorecer la disponibilidad de acetil-

CoA y gracias a la sobre-expresión de gapN tiene altos niveles de NADPH, características 

deseables para la producción de P3HB.  

Para realizar los ensayos de acumulación del polímero la cepa MG1655ΔackA-pta/pTrcgapN 

fue transformada con el plásmido pPHBAv (MG1655ΔackA-pta/pTrcgapN/pPHBAv) y para 

hacer el análisis comparativo, la cepa MG1655ΔackA-pta fue transformada con los plásmidos 

P 

Figura 2.11 Rendimiento de acumulación intracelular de 
P3HB (gPHB/gDCW) de las cepas silvestre MG1655 (barras 
rojas); MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN (barras azules); 
MG1655/pTrcgapN (barras verdes); MG1655∆ackA-pta 
(barras moradas); MG1655∆ackA-pta/pTrcgapN (barras 
naranjas) 
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pAcyc vacío y pPHBAv 

(MG1655ΔackA-pta/pAcyc 

vacío/pPHBAv). Las cinéticas de 

acumulación de biomasa (células + 

P3HB) de la figura 2.10 y los datos 

de rendimiento de producción en 

glucosa de la figura 2.12 indican 

que en la cepa MG1655ΔackA-

pta/pPHBAv el rendimiento de la 

síntesis de P3HB relativo al 

máximo teórico aumentó cerca del 

48% (gPHB/gGLC) con respecto a la 

cepa silvestre, logrando que la 

célula acumulara hasta el 64% de su peso seco como P3HB (gPHB/gDCW) (Figura 2.11). Esto 

indica que al evitar la síntesis de ácido acético, fue posible mejorar el aprovechamiento de 

carbono para la producción de P3HB de forma similar que cuando sólo aumentamos los niveles 

de NADPH en la cepa MG1655/pTrcgapN/pPHBAv (Figuras 2.10 y 2.12). Con respecto a la 

cepa derivada MG1655ΔackA-pta/pTrcgapN/pPHBAv, observamos que el rendimiento de 

síntesis relativo al máximo teórico (gPHB/gGLC) aumentó cerca del 63% con respecto a la cepa 

silvestre y 12% con respecto a la cepa parental MG1655ΔackA-pta/pPHBAv (Figura 2.12), 

logrando que la célula acumulara hasta el 84% de su peso seco como polímero (gPHB/gDCW) 

(Figura 2.11) y que alcanzara un aprovechamiento del sustrato cercano al 73% con respecto al 

rendimiento máximo teórico  (Figura 2.11). Dichos resultados demuestran, que los altos niveles 

de NADPH producidos por la sobreexpresión de gapN en conjunto con la eliminación de la vía 

de síntesis de ácido acético (AckA-Pta), incrementó un 40% el aprovechamiento del carbono 

para la síntesis de P3HB. Si bien, los rendimientos (gPHB/gGLC) alcanzados por la cepa 

MG1655ΔackA-pta/pTrcgapN/pPHBAv son comparables con otras estrategias en las que se 

alcanzan valores de cercanos al 80% (3, 11), este es el primer reporte en el que se demuestra 

que la producción de NADPH durante la ruta EMP favorece la producción de P3HB en E. coli. 

De hecho, existe una gran interés por encontrar alternativas metabólicas que permitan 

incrementar la producción de metabolitos de interés industrial cuya síntesis es dependiente de 

NADPH (19, 34, 77, 112). La estrategia generada en este trabajo favorece la producción de 

NADPH durante la vía de EMP en medio mínimo, lo que podría implementarse para la 

producción de otros metabolitos dependientes de NADPH. 

Figura 2.12 Rendimiento de producción de P3HB (gPHB/gGLC) y 
porcentaje relativo al máximo teórico de las cepas silvestre 
MG1655 (barras rojas); MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN (barras 
azules); MG1655/pTrcgapN (barras verdes); MG1655∆ackA-pta 
(barras moradas); MG1655∆ackA-pta/pTrcgapN (barras naranjas) 
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3.2.3 Conclusiones de esta sección 
 

La co-existencia tanto de la actividad heteróloga de la GAPDH-NADP+ como de la actividad 

nativa GAPDH-NAD+ en E. coli, promueve la producción de NADPH y NADH durante la vía 

de Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) aumentando los niveles intracelulares de NADPH sin 

disminuir drásticamente los de NADH. Los altos niveles de NADPH generados durante la vía 

EMP ya sea por la estrategia de sustitución de gapA por gapN o por la estrategia de la 

coexistencia de ambos genes, permitieron mejorar el rendimiento de producción de P3HB en 

glucosa. Sin embargo, a pesar de que con la primera estrategia se obtienen los más altos niveles 

intracelulares de NADPH, la acumulación intracelular de P3HB fue 30% menor que la 

acumulación obtenida con la segunda estrategia, posiblemente debido a las limitaciones 

energéticas y la intensa producción de ácido acético. Finalmente, la eliminación de la vía de 

síntesis de ácido acético sumada a la sobre producción de NADPH proporciona un mejor 

aprovechamiento del carbono y una mayor disponibilidad de acetil-CoA, que se ve reflejado en 

una mayor producción del polímero P3HB. Éste es el primer reporte en el que se demuestra que 

la producción de NADPH durante la ruta EMP favorece la producción de P3HB en E. coli. 

 

 

3.3 CONLUSIONES GENERALES 

Los resultados reportados demuestran que la producción de NADPH durante la vía de Embden-

Meyerhoff-Parnas (EMP) puede estimular la síntesis de poli-3-hidroxibutirato y que aunada a 

la eliminación de la vía de síntesis de ácido acético proporciona un mejor aprovechamiento del 

carbono que se ve reflejado en una mayor producción del polímero PHB. 
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PERPECTIVAS 
 

1. Estudiar aspectos de las condiciones de producción para alcanzar altas rendimientos de 

P3HB con fuentes de carbono baratas: 

Las condiciones de producción de P3HB estudiadas en este trabajo fueron diseñadas con 

fines de caracterización del sistema. Sin embargo, existen diversas estrategias de máxima 

producción que han sido empleadas para alcanzar altas productividades de P3HB, entre los 

cuales se encuentran la limitación de oxígeno y cultivos de altas densidades (11). Así mismo, 

resulta interesante investigar estas mismas condiciones utilizando fuentes de carbono baratas 

como los que se pueden obtener de los residuos lignocelulósicos.  

 

2. Modular la expresión de GapN en la cepa MG1655/pTrcgapN para estudiar los mejores 

niveles de actividad NADP+-GAPDH que proporcionen las mayores producciones de P3HB. 

 

3. Optimizar el uso de codones de los genes heterólogos ya que pueden ser una causa de 

la baja expresión en cromosoma y realizar una multi-integración en tándem de gapN en el 

mismo locus de gapA y de la vía PHBAv en el locus de ackA-pta: 

Como hemos visto, para demostrar que el sistema redox generado en este trabajo es útil para 

mejorar la síntesis de P3HB, fue necesario co-utilizar dos vectores multicopia. Sin embargo, 

se sabe que utilizar plásmidos para la expresión de proteínas genera una carga metabólica 

que limita la síntesis de los productos de interés (109, 113). La integración de genes en 

cromosoma ha sido ampliamente estudiada en E. coli y es una herramienta útil para 

contrarrestar las desventajas de acarrear plásmidos durante la producción de metabolitos 

deseados (83, 114–116). De hecho, se ha demostrado que la multi-integración en tándem de 

los genes de la vía de síntesis de P3HB en el cromosoma de E. coli promueven la síntesis 

exitosa del polímero (117). Así mismo, la integración de genes en tándem bajo promotores 

fuertes y la optimización del uso de codones, favorece su expresión incrementando su 

actividad in vivo (117–120). Otra alternativa es utilizar vectores de expresión que permitan 

la multi-expresión sin generar carga metabólica. 

 

4.  Explorar el sistema desarrollado en este trabajo para acoplarlo con rutas metabólicas 

que dependan de NADPH como cofactor (19, 34, 77, 112): 
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Por ejemplo, el xilitol, utilizado como edulcorante, es producido a partir de xilosa por una 

xilosa reductasa (121). Su producción en E. coli ha sido probada y se sabe que los niveles de 

NADPH juegan un papel importante para su síntesis (122). Recientemente se ha desarrollado 

una variante de la enzima xilosa reductasa que utiliza como cofactor únicamente NADPH 

(123). Así mismo, los alcoholes quirales son ampliamente utilizados para generar 

compuestos de interés farmacéutico (124) y dado que muchas de las rutas de producción 

involucran una carbonil-reductasa dependiente de NADPH se ha sugerido que dentro de las 

estrategias metabólicas para su producción en E. coli se debe incrementar los niveles de 

NADPH (124, 125) 
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ANEXO 1 
En el presente anexo se muestra el manuscrito publicado con la información obtenida en el 

Capítulo 3.1. 

 

 

Antonie van Leeuwenhoek. (2013). DOI 10.1007/s10482-013-0010-6 

Metabolic and transcriptional response of Escherichia coli with a 

NADP+-dependent glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

from Streptococcus mutans. 
Sara Centeno-Leija, José Utrilla, Noemí Flores, Alberto Rodriguez, Guillermo 

Gosset, Alfredo Martinez 
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ANEXO 2 1 
En el presente anexo se muestra el manuscrito en preparación con la información obtenida en el 2 

Capítulo 3.2. 3 

 4 
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Antonie van Leeuwenhoek. (2013) 6 

Improving Polyhydroxybutyrate Production in E. coli by Increasing 7 

the NADPH Pool and Acetyl-CoA Availability 8 

Sara Centeno-Leija, Gerardo Huerta-Beristain, Martha Giles-Gómez, Guillermo 9 

Gosset, and Alfredo Martinez*. 10 
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Abstract The biosynthesis of poly-3-hydroxybutyrate (P3HB), a biodegradable bio-plastic, 1 

requires acetyl-CoA as precursor and NADPH as cofactor. Escherichia coli had been used as a 2 

heterologous production model for P3HB, but metabolic pathway analysis shows a deficiency to 3 

sustain high levels of NADPH and the acetyl-CoA is mainly converted to acetic acid by native 4 

pathways. In this work the pool of NADPH was increased 1.7 times in E. coli MG1655 through 5 

the plasmid overexpression of the NADP+-dependent glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 6 

gene (gapN) from Streptococcus mutans (pTrcgapN). Additionally, by deleting the main acetate 7 

production pathway (ackA-pta), the acetic acid production was abolished increasing the acetyl-8 

CoA pool. The synthesis of the P3HB pathway was heterologous expressed in the strain MG1655 9 

ackA- pta/pTrcgapN, using an IPTG inducible vector with the P3HB operon from A. vinelandii 10 

(pPHBAv). Cultures were performed in controlled fermentors using mineral medium with glucose 11 

as the carbon source. Accordingly, the mass yield of P3HB on glucose increased to 77 % of the 12 

maximum theoretical and was 30 % higher when compared to the progenitor strain 13 

(MG1655/pPHBAv). In comparison with the wild type strain expressing pPHBAv, the specific 14 

accumulation of PHB (gPHB/gDCW) in MG1655 ack-pta/pTrcgapN/ pPHBAv increased 2-fold, 15 

which indicates that increasing the availability of NADPH and abolishing the production of acetate 16 

allows increasing the intracellular accumulation of P3HB up to 84% of the E. coli dry weight. 17 

 18 

Key words Escherichia coli, NAD(P)+-dependent glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase, 19 

NAD(P)H, Acetic acid, Acetyl-CoA pool, Poly-3-hydroxybutyrate.  20 

  21 
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INTRODUCTION 1 

 2 

The poly-3-hydroxybutyrate (P3HB) is a biodegradable bio-plastic that has similar physiochemical 3 

properties to petro-plastics (1, 2), and had been produced at industrial scale since almost 30 years 4 

ago (3). The P3HB is produced by different microorganism’s, including the genera Ralstonia, 5 

Azotobacter, Pseudomonas and Bacillus (4-6). These microorganisms accumulate the polymer as 6 

intracellular granules - storage material of carbon and energy under conditions of stress and/or 7 

nutrient limitation (7). The biosynthesis of P3HB is performed by the concerted catalysis of three 8 

enzymes; which begins with the condensation of two molecules of acetyl-CoA by a ß-ketothiolase 9 

(PhbA), forming acetoacetyl-CoA; the acetoacetyl-CoA is subsequently reduced to 3-10 

hydroxybutyryl-CoA (3HB-CoA), through a NADPH-dependent reductase (PhbB); and finally 11 

each 3HB-CoA monomer is polymerized by a PHB synthase (PhbC) to form P3HB (8). The three 12 

enzymes are found within an operon in Azotobacter vinelandii called phbBAC (5).  13 

   The control of the pathway is given by the ß-ketothiolase, because high levels of CoA inhibit the 14 

activity of this enzyme, i.e. when glucose is being metabolized at a high rate and there is enough 15 

oxygen to maintain fully aerobic growth; these conditions generates an intense dissimilation of 16 

acetyl-CoA through the tricarboxylic acid cycle (TAC) and raise the pool of CoA (9). Due to this 17 

enzymatic regulation, the heterologous production of P3HB in E. coli is carried out in two stages 18 

(10-12): the first stage for cellular proliferation and a second stage with low levels of oxygen 19 

and/or nitrogen depleted to promote the accumulation of P3HB. Under such conditions, the TCA 20 

cycle activity decreases, allowing to increase the levels of the acetyl-CoA pool, reduce the pool of 21 

CoA and increases the synthesis of P3HB (13, 14). Hence the challenges to improve the production 22 

of P3HB with recombinant E. coli is to increase the availability of the precursor acetyl-CoA and 23 
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the cofactor NADPH. The increase of the availability of acetyl-CoA under oxygen limiting 1 

conditions, through the deletion of the acetic acid (ackA-pta), lactate dehydrogenase (ldhA) and 2 

ethanol (adhE) pathways in strains of E. coli had generated up to 4.7-fold better efficiency in the 3 

accumulation of PHB; however, such strains had a limited P3HB production because the NADPH 4 

availability was low (15). On the other hand, since the production of NADPH in E. coli is catabolic 5 

insufficient to sustain the anabolic demand (16, 17), the production of metabolites whose synthesis 6 

depends on this cofactor is very difficult (18, 19). One of the strategies most studied to increase 7 

the levels of NADPH had been the metabolic manipulation to stimulate the flow of carbon into the 8 

oxidative branch of the pentose phosphate pathway (PPP) (20-22). Although the deletion of the 9 

phosphoglucose isomerase (pgi) results in the increase of NADPH and the over-flow of carbon 10 

into the PPP, this metabolic manipulation generates a reduction in the total carbon flux and the rate 11 

of glucose consumption with a concomitant decrease in the specific growth rate, generating low 12 

volumetric productivities (18, 23).  13 

   During the metabolism of glucose, the NADH generation in E. coli is conducted through the 14 

Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) pathway by the NAD+-dependent glyceraldehyde-3-phosphate-15 

dehydrogenase (NAD+-GAPDH) (E.C. 1.2.1.12) (24) encoded by gapA (Fig. 1) (25). However, 16 

several microorganisms such as Bacillus, Streptococcus and Clostridium have a NADP+-dependent 17 

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (NADP+GAPDH) (E.C. 1.2.1.9) (26). Specifically, it 18 

had been shown that the NADP+-GAPDH enzyme from Streptococcus mutans, coded by gapN 19 

(27), has 10 times higher affinity by the G3P than GapA (28, 29). Furthermore, Martinez et al. 20 

(2008) reported the replacement of gapA in E. coli with gapC that codes for a NADP+-GAPDH 21 

enzyme from Clostridium acetobutyricum, increasing about 2-fold the NADPH yield on glucose 22 

and as a consequence the heterologous lycopene production, a NADPH-dependent metabolite, 23 
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increased 2.5-fold in rich medium (19). In the present work a study was conducted to boost the 1 

pool of NADPH, abolish the production of acetate and increase the production of P3HB in E. coli, 2 

through: the heterologous expression of the NADP+-dependent glyceraldehyde 3-phosphate 3 

dehydrogenase (NADP+GAPDH) gene (gapN) from Streptococcus mutans; the deletion of the 4 

main acetate production pathway (ackA-pta); and the overexpression of the P3HB synthesis 5 

pathway from A. vinelandii (phbBAC). 6 

 7 

 8 

MATERIALS AND METHODS  9 

 10 

Bacterial strains and plasmids 11 

 12 

The wild-type E. coli strain MG1655 (GenBank NC_000913) was used as the parental strain. 13 

Chromosomal DNA of A. vinelandii was generously donated by the Molecular Microbiology 14 

Department of Instituto de Biotecnología - Universidad Nacional Autonoma de Mexico. Plasmids 15 

and primers used in this work are listed in Table 1. Standard procedures were employed for plasmid 16 

preparations, restriction-enzyme digestions, transformations and gel electrophoresis (Sambrook 17 

and Rusell 2001). Each plasmid construction and mutants were verified by its restriction pattern 18 

in an agarose gel and by sequencing. Gene amplifications were carried out by PCR on a C1000 19 

Touch Thermal Cycler Manual (Bio-Rad Laboratories, Inc. USA) using Pfu DNA polymerase 20 

(Thermo Fisher Scientific Inc.). DNA fragments were isolated from agarose gels with the Roche 21 

Pure PCR Product Purification kit (Roche Diagnostics GmbH, Germany) according to the 22 

manufacturer’s instructions. The construction of the recombinant strain MG1655ΔgapA::gapN, the 23 
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strain MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN and the plasmid pTrcgapN are reported elsewhere (32). 1 

   The chromosomal DNA from A. vinelandii was isolated with the Ultra Clean Microbial DNA 2 

Isolation kit (MO BIO laboratories, Inc, USA). Plasmid pPHBAv was used to overexpress the 3 

phbBAC operon from Azotobacter vinelandii. First, this operon was amplified, from A. vinelandii 4 

chromosomal DNA, by PCR with oligonucleotides phb1 and phb2, which introduce EcoRI and 5 

HindIII flanking sites to facilitate cloning into plasmid pTrc99A. The fragment phbBAC was 6 

ligated into pTrc99A, previously digested with EcoRI and HindIII, to generate plasmid pPHBAv 7 

(Table 1). The construction was verified by digestion with EcoRI and HindIII and visualized by 8 

agarose gel electrophoresis. 9 

   The Deletion of the ackA-pta operon was made using the chromosomal gene inactivation method 10 

using PCR products (Datsenko and Wanner 2000). The primers ackAF and ptaR were designed to 11 

amplify FRT-Kan-FRT from pKD4 with ~50 nucleotides of homology to the chromosome 12 

sequence to inactivate the target operon. The ΔackA-pta mutant selected strain was verified by 13 

DNA sequencing with primers p1 and p2, which hybridize at ~230 nucleotides upstream and 14 

downstream, respectively, of the ackA-pta operon. 15 

 16 

Medium and growth conditions 17 

 18 

The routine cultivation and genetic manipulations of E. coli MG1655 and its mutant were 19 

performed in Luria Bertani medium (10 g L-1 tryptone, 5 g L-1 yeast extract, and 10 g L-1 NaCl, 20 

pH 7.2) supplemented with the appropriated antibiotics when was necessary.  21 

   To characterize the strains, E. coli MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN was compared with E. coli 22 

MG1655 and MG1655ΔgapA::gapN carrying an empty pACYC184 plasmid. Cultures were 23 
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performed in pH controlled fermenters. Seed cells were prepared in a 2.8 L Fermbach flask 1 

containing 0.5 L-1 of M9 medium with 5 g L-1 glucose. M9 medium contains, per liter: 6 g 2 

Na2HPO4; 3 g KH2PO4; 0.5 g NaCl; 1 g NH4Cl; 2 mM MgSO4; 0.1 mM CaCl2; and 0.01 g Vitamin 3 

B1. The cells from 350 mL of culture were harvested by centrifugation at an OD600 of 1 and 4 

resuspended with 10 mL of fresh M9 medium; these cells were used as inoculum for the bioreactor. 5 

Cultures were conducted with mineral M9 medium supplemented with Glucose (10 g L-1) in a 1-6 

L bioreactor (Applikon Biotechnology, Netherlands), a working volume of 0.7 L, pH controlled at 7 

7 with NaOH (2 N), an air flow rate of 0.84 L min-1, and 600 rpm. The samples were collected in 8 

the mid-log phase at an OD600 of 3 to determinate cofactors and GAPDH enzymatic activities. All 9 

experiments and analysis were performed in triplicates, figures and tables show averages and 10 

standard deviations.  11 

 12 

Metabolite analysis and kinetic and stoichiometric parameters 13 

 14 

The samples from cultures were centrifuged (4,000 x g, 4°C, 10 min), and the cell-free culture 15 

broth was frozen for subsequent analysis. The concentration of glucose and organic acids in the 16 

culture broths were determined by HPLC, as previously reported (32). 17 

The cell growth for cells without the plasmid pPHBAv was measured by monitoring the optical 18 

density at 600 nm (OD600) in a spectrophotometer DU-70 (Beckman Instruments, Inc. Fullerton, 19 

CA). OD600 was converted into dry cellular weight (cell concentration) using a calibration standard 20 

curve (1 OD600 = 0.42 g/L of dry cellular weight: DCW). The specific growth rates (µ) were 21 

determined by fitting the biomass data versus time to exponential regressions. The cell mass yield 22 

on glucose (YX/GLC) and the yield of acetate on glucose (YACE/GLC), were estimated as the 23 
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coefficient of the linear regression of acetate or cell mass concentration versus the concentration 1 

of glucose consumed during the exponential growth phase, in gDCW mmolGLC
-1 and mmolACE  2 

mmolGLC
-1. The specific glucose consumption rate (qs) was determined as the ratio of µ to YX/GLC. 3 

For cells producing P3HB the optical density at 600 nm (OD600) is used in graphs only as an 4 

indicative of cell growth with intracellular accumulation of P3HB. 5 

 6 

Measurements of the intracellular cofactors concentrations 7 

 8 

The NADP+-GAPDH and NAD+-GAPDH enzymatic activities and the intracellular cofactors, 9 

NAD+, NADH, NADP+ and NADPH and, were assayed as reported elsewhere (32). One unit of 10 

activity is defined as 1 μmol of NAD(P)H formed per min. 11 

 12 

Measurements of P3HB  13 

 14 

To determinate the P3HB content, the cells were harvested by centrifugation (4,000 x g, 30 min, 15 

4°C) at the onset of glucose depletion, washed twice with distilled water and then freeze dried. 16 

The resulting cell powders were stored at 25°C until they were processed. Ten mg of freeze-dried 17 

cell powder with P3HB-containing biomass was weighted, processed in glass vials (with Teflon 18 

caps), and mixed with a hypochlorite solution (2% vol/vol). The granules containing P3HB were 19 

separated from the aqueous fraction (containing the cell debris) by centrifugation. The recovered 20 

solids were rinsed twice with distilled water. The granules of P3HB were resuspended with 3 21 

volumes of chloroform and the polymer was dried allowing the total evaporation of chloroform. 22 

After drying with chloroform, the P3HB was mixed with 75 µL of solution A (5 mL of H2SO4 : 23 
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methanol (10% vol/vol) + 25 mL of benzoic acid : methanol (4% wt/vol)). The mixture was heated 1 

at 95°C until total dissolution was observed, then 0.75 mL of solution B (0. 5 mL of chloroform + 2 

0.25 mL di-H2O) was added and vigorously mixed for 1 minute five times. The phases were 3 

separated by centrifugation at (3,000 x g, 2 min, and room temperature). The organic phase was 4 

recovered and quantified using a gas chromatograph (Model 6850, Agilent, CA, USA), equipped 5 

with an INNOWax column (initial temperature 50°C, final temperature 260°C, increase 20°C min-6 

1) (30 m x 0.25 mm, 0.25 µm), and  a flame ionization detector with helium as the mobile phase at 7 

0.1 mL/min. Commercial P3HB was used as standard and benzoic acid (contained in solution A) 8 

as internal standard. 9 

 10 

 11 
RESULTS AND DISCUSSION 12 

 13 

Increasing the NADPH pool  14 

 15 

In order to increase the NADPH levels in E. coli, the NAD+-GAPDH gene (gapA) was replaced 16 

with the NADP+-GAPDH gene from S. mutans (gapN). Since E. coli mutants in the gapA gene are 17 

unable to grow with hexoses as carbon source (8–10), the strain MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN 18 

was constructed, as previously described (32), in one step by inserting the gapN gene at the same 19 

locus as the native gapA gene and subsequently it was transformed with the plasmid pTrcgapN, 20 

which overexpresses gapN from the trc promoter (32). Also, the wild-type strain MG1655, which 21 

keeps the gapA gene into the chromosome was transformed with the plasmid pTrcgapN, resulting 22 

MG1655/pTrcgapN, thus NAD+-GAPDH activity was produced at the same time that heterologous 23 

NADP+-GAPDH activity (Fig. 1).  24 
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   Fermenter batch cultures with mineral medium and 10 g/l of glucose were performed under 1 

aerobic conditions. Kinetic data showed that strain MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN had a 2 

specific growth (μ) and glucose consumption (qGLC) rates about 15 and 26 % lower when compare 3 

to wild-type strain (Table 2), attributable to redox and energetics perturbations when the turnover 4 

of NAD(P)H via glyceraldehyde 3-phosphate oxidation is altered (19, 32). In contrast, the μ and 5 

qGLC values for MG1655/pTrcgapN were similar to those found with the wild-type strain (Table 6 

2), suggesting that the co-expression of gapN along with gapA didn’t significantly affect the 7 

growth and glucose uptake capabilities. Furthermore, it was possible to observe that the acetic acid 8 

was the main sub-product in all strains (Table 2). The acetic acid production was expected, since 9 

acetate is generated in E. coli cultures under aerobic conditions with high glucose concentrations 10 

and high rates of substrate consumption (30, 31).  11 

   On the other hand, the specific NADP+-GAPDH activity of the strain 12 

MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN was 0.937 ± 0.04 IU/mgPROT and no NAD+-GAPDH activity 13 

was detected. In agreement, the NADPH/NADH ratio increased 3-fold in comparison with the 14 

wild-type strain (Fig. 2). Likewise, MG1655/pTrcgapN had a specific NADP+-GAPDH activity of 15 

0.788 ± 0.07 IU/mgPROT and a similar specific NAD+-GAPDH activity to the wild-type strain 16 

(Table 2), demonstrating that strain MG1655/pTrcgapN had both GAPDH activities. Accordingly, 17 

the intracellular NADPH/NADH ratio increased 1.8-fold as compared with the wild-type strain 18 

(Fig. 2). This indicates that the activity of the enzyme NADP+-GAPDH was able to increase the 19 

intracellular levels of NADPH in both strains. However, the full replacement of the native NAD+-20 

GAPDH activity by the heterologous NADP+-GAPDH activity increased the NADPH/NADH 21 

ratio 1.7-fold more than when both enzymes coexist (Fig. 2).  22 

 23 
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P3HB production with ackA-pta+ strains 1 

 2 

To test whether the increased levels of NADPH improved the P3HB production, the strains 3 

MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN and MG1655/pTrcgapN were transformed with plasmid 4 

pPHBAv. The strains were characterized in fermenter batch cultures with mineral medium 5 

supplemented with 10 g L-1 of glucose. The PHB synthesis was induced with 10 µM IPTG when 6 

the cultures reached a cell mass of 0.42 g/L (1 OD600). 7 

   As shown in Figures 3 and 4, the specific accumulation of P3HB (gPHB/gDCW) in strains 8 

MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN/pPHBAv and MG1655/pTrcgapN/pPHBAv was 1.38 and 1.84-9 

fold, respectively, than the wild type strain; also resulting in the increase of the P3HB yield on 10 

glucose (gPHB/gGLC), 1.17 and 1.39-fold, respectively, (Fig. 4). According to this values and based 11 

on the theoretical maximum yield of P3HB on glucose (0.48 gPHB/gGLC), increased levels of 12 

NADPH allowed to channel 55 and 68 % of the carbon to P3HB, respectively, which are 17 and 13 

39 % higher than values attained with the wild type strain (Fig. 4). These results indicate that the 14 

production of NADPH using the Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) stimulates the synthesis of 15 

P3HB in E. coli. 16 

   Despite measured intracellular levels of NADPH were higher for strain 17 

MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN/pPHBAv this strain accumulates 30% less polymer than strain 18 

MG1655/pTrcgapN/pPHBAv. This behavior correlates with the loss of carbon due to the acetic acid 19 

synthesis, which is 2 times higher in strain MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN/pPHBAv than in 20 

strain MG1655/pTrcgapN/pPHBAv (Fig. 3). Previously we demonstrated that cells from strain 21 

MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN has low NADH and ATP levels (32), this energy deficiency can 22 

be accentuated by expressing plasmids for the production of heterologous protein (Diaz- Ricci and 23 
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Hernandez 2000), and it is likely that the increased synthesis of acetic acid by the AckA–Pta 1 

pathway could mitigate part of the ATP deficiency in this strain. 2 

 3 

P3HB production with ackA-pta- strains 4 

 5 

   To prevent carbon loss and increase the pool of acetyl-CoA, we decided to eliminate the 6 

production of acetic acid by disrupting the ackA-pta operon into the chromosome of strains 7 

MG1655ΔgapA::gapN and MG1655. The mutants MG1655ΔgapA::gapN ΔackA-pta and 8 

MG1655ΔackA-pta were transformed with plasmids pTrcgapN and pPHBAv. However, the mutant 9 

MG1655ΔgapA::gapN ΔackA-pta was unable to grow in the presence of one or both plasmids, it 10 

is suggested that the high energy demand cannot be mitigated in the absence of a functional AckA-11 

Pta pathway. Moreover, it has been demonstrated that in E. coli ∆pta mutants the pyruvate 12 

dehydrogenase complex is inhibited, this is one of the most important routes to generate NADH, 13 

which is necessary to produce ATP (33). Consequently thr mutant MG1655ΔgapA::gapN ΔackA-14 

pta was discarded to test the production of P3HB. 15 

   Kinetic data of the strain MG1655ΔackA-pta are shown in Table 2, this data indicate that, in 16 

comparison with the wild type strain, there is a small decrease in µ and qGLC, but the synthesis of 17 

acetic acid was virtually eliminated. When the MG1655ΔackA-pta mutant was transformed with 18 

the plasmid pPHBAv (MG1655ΔackA-pta/pPHBAv), the P3HB yield on glucose increased about 48 19 

% compared to the wild strain (Fig. 4), and the cells accumulated up to 64 % of its dry weight as 20 

P3HB (Figures 3 and 4). This facts indicates that by preventing the synthesis of acetic acid the 21 

production of P3HB is improved to similar levels obtained with the strain MG1655/pTrcgapN, 22 

which has increased levels of NADPH (Figures 3 and 4). Similar results were found in an E. coli 23 
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mutant with several deletions in the mixed acid pathways (15).  1 

   With the aim of combining the effects of increasing the intracellular levels (pools) of acetyl CoA 2 

and NADPH, the strain MG1655ΔackA-pta was transformed with the plasmid pTrcgapN. The 3 

strain MG1655ΔackA-pta/pTrcgapN showed a similar profile for growth, glucose consumption 4 

and production of acetic acid to the parent strain MG1655ΔackA-pta (Table 2). Furthermore, the 5 

strain MG1655ΔackA-pta/pTrcgapN possess both NAD+-GAPDH and NADP+-GAPDH 6 

enzymatic activities (Table 2), which increases the NADPH/NADH ratio about 2-fold when 7 

compared to the parent strain (Fig. 2). When the strain MG1655ΔackA-pta/pTrcgapN was 8 

transformed with the plasmid pPHBAv (MG1655ΔackA-pta/pTrcgapN/pPHBAv) the P3HB yield 9 

on glucose increased about 63 % relative to values obtained with the wild strain (and 12 % with 10 

respect to the isogenic strain (Fig. 4), making the cells to t accumulate 84 % of its dry weight as 11 

P3HB and reaching a conversion yield of P3HB on glucose of 73 % of the maximum theoretical 12 

(Figures 3 and 4). 13 

 14 

CONCLUSIONS 15 

The results reported in this work, demonstrate that the production of NADPH using the Embden-16 

Meyerhoff-Parnas (EMP) stimulates the synthesis of Poly-3-hydroxybutyrate. Although the full 17 

replacement of the native NAD+-GAPDH activity by the heterologous NADP+-GAPDH activity 18 

increased the NADPH/NADH ratio 1.7-fold more than that levels in the strain with both enzymes, 19 

the high acetic acid synthesis and probably the high energy demand limited the P3HB production. 20 

However, the simultaneous production of NADPH and NADH during glycolysis and the removal 21 

of the main acetic acid synthesis pathway increased the NADPH/NADH ratio and the acetyl-CoA 22 

pool, improving 30 % the yield of the production of P3HB on glucose using minimal medium and 23 
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reaching a conversion yield of the carbon source into P3HB of 73 % of the maximum theoretical. 1 
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FIGURE LEGENDS 1 

Fig. 1. Glycolysis pathway in wild type E. coli (solid arrows) and heterologous expression of 2 

NADP+-dependent glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase (gapN) and polyhydroxyburyrate 3 

pathway (pointed arrow). Genes encoding enzymes are indicated by italics. gapA: NAD+-4 

dependent glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase; pdh: pyruvate dehydrogenase; phbA: ß-5 

ketothiolase; phbB: NADPH-dependent reductase; phbC: PHB synthase. F1,6P: Fructose 1,6-6 

diphosphate; G1,3: Glyceraldehyde 3-phosphate; G3P: Glyceraldehyde 3-phosphate; PEP: 7 

Phosphoenolpyruvate; TCA: Tricarboxylic acid cycle.  8 

Fig. 2. NADPH/NADH ratios (mol/mol) of the strains MG1655/pPHBAv (a), 9 

MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN/pPHBAv (b), MG1655/pTrcgapN/pPHBAv (c), MG1655ΔackA-10 

pta/pPHBAv (d) and MG1655ΔackA-pta/pTrcgapN/pPHBAv (e). 11 

Fig. 3. Kinetic of biomass accumulation (a), glucose consumption (b) and acetic acid production 12 

(c) during P3HB production of the strains MG1655/pPHBAv (circles), 13 

MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN/pPHBAv (squares), MG1655/pTrcgapN/pPHBAv (triangles), 14 

MG1655ΔackA-pta/pPHBAv (inverted triangles) and MG1655ΔackA-pta/pTrcgapN/pPHBAv 15 

(diamonds). 16 

Fig. 4. Yield of P3HB on cells (gP3HB/gDCW) and yield of P3HB on glucose (gP3HB/gGLC) of the 17 

strains MG1655/pPHBAv (a), MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN/pPHBAv (b), 18 

MG1655/pTrcgapN/pPHBAv (c), MG1655ΔackA-pta/pPHBAv (d) and MG1655ΔackA-19 

pta/pTrcgapN/pPHBAv (e). 20 

  21 
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Fig 2 1 
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Fig 3 1 
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Fig 4  1 
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Table 1. Plasmids and primers used in this work. Restriction sites employed during plasmid 1 
construction are underlined. Sequences that flank the ackA-pta operon are indicated in bold case. 2 
 3 
Plasmid  Description Source 

pTrc99A  

 

Designed for IPTG-inducible expression 

of proteins under hybrid trp/lac 

promoter. Ampr 

(Amann et al. 1988) 

pACYC184 Designed with p15A origin of replication 

to coexist in cells with plasmids of the 

ColE1 compatibility group (e.g., 

pBR322, pUC19). Tcr and Cmr 

(Chang and Cohen 

1978) 

pTrcgapN pAcyc184 derivative with a constitutive 

trc promoter and gapN gene 

(Centeno-Leija et al. 

2013) 

pPHBAv Designed for IPTG-inducible 

expression of phbBAC operon from A. 

vinelandii 

This study 

   

Primer Sequencea  

phb1 5´GGAATTCCGGATGAGCAATCAACGAATTGCAT 3´ 

phb2 5´CCCAAGCTTGGGTCAGCCTTTCACGTAACGGCCT 3´ 

ackAF b 5´GGTACTTCCATGTCGAGTAAGTTAGTACTGGTTCTG

AACTGCGGTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 3´ 

ptaR b 5´CTGCGGATGATGACGAGATTACTGCTGCTGTGCAGA

CTGAATCGCCATATGAATATCCTCCTTAG 3´ 

p1 5´GCAGCCTGAAGGCCTAAGTAG 3´ 

p2 5´CGGGCATTGCCCATCTTCTTG 3´ 
a Restriction sites employed during plasmid construction are underlined. 4 

b Sequences that flank ~50pb upstream and downstream of ackA and pta gen are indicated in bold 5 

 6 
 7 



 
 

 1 

 

Table 2 Growth parameters of glucose fermenter batch cultures in mineral medium of the 

strains MG1655, MG1655ΔgapA::gapN/pTrcgapN, MG1655/pTrcgapN, MG1655ΔackA-pta 

and MG1655ΔackA-pta/pTrcgapN.  

 

Strain μ (h-1) 

qs 

(mmolGlc gDCW
-1 

h-1) 

YACE/GLC 

(molACE 

molGLC
-1) 

NAD+-GAPDH  

Activity 

(IU/mgPROT) 

NADP+-GAPDH  

Activity 

(IU/mgPROT) 

MG1655 0.52 ± 0.01 7.04 ± 0.05 0.61 ± 0.07 0.522 ± 0.21 NDa 

MG1655ΔgapA::gapN/p

TrcgapN 
0.44 ± 0.01 5.24 ± 0.13 0.78 ± 0.02 NDa 0.937 ± 0.04 

MG1655/pTrcgapN 0.50 ± 0.01 7.57 ± 0.03 0.63 ± 0.05 0.531 ± 0.14 0.788 ± 0.07 

MG1655ΔgapA::gapNΔ

ackA-pta /pTrcgapN 
NDb NDb NDb NDb NDb 

MG1655ΔackA-pta 0.45 ± 0.01 6.63 ± 0.02  0.16 ± 0.00 0.562 ± 0.07 NDa 

MG1655ΔackA-

pta/pTrcgapN 
0.43 ± 0.01 6.72 ± 0.00 0.08 ± 0.00 0.545 ± 0.03 0.866± 0.11 

aActivity not detected  

bNot determinated 
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ANEXO 3 
En el presente anexo se muestra el resumen de la participación en el “113th General Meeting 

of American Society of Microbiology” realizado en “Denver, Colorado, USA” del 18 al 22 de 

Mayo del 2013.     

METABOLIC RESPONSE IN Escherichia coli TO REPLACING NAD+-DEPENDENT 
GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE WITH A NADP+-
DEPENDENT ENZYME FROM Streptococcus mutans. 
Sara Centeno-Leija, José Utrilla, Noemí Flores, Guillermo Gosset and Alfredo Martinez*. 
 

Background: Although the absence of NAD+-dependent Glyceraldehyde-3-Phosphate-

Dehydrogenase activity (GAPDH) is lethal to E. coli growth, NAD+-GAPDH function can be 

restored through NADP+-dependent GAPDH heterologous overexpression. Here, is reported 

the metabolic effects when NAD+-GAPDH gene (gapA) is remplaced with NADP+-GAPDH 

gene from Streptococcus mutans (gapN) in E. coli cromosome.  Methods: E. coli MG1655 and 

MG1655ΔgapA::gapN derivative (MGΔgapA::gapN) were kinetically, metabolically and 

transcriptionally characterized from cells grown in fermentors containing 700 mL mineral 

medium-glucose (10g/L, 37°C, pH 7, 250 rpm, 1 vvm) equipped with dissolved oxygen control 

and measurement of CO2 and O2 in the exit gas stream. The same were analyzed by qPCR, Flux 

Balance Analysis (COBRA Toolbox v 2.0) and intracellular cofactors were enzymatically 

assayed. Results: The specific GAPDH activity from MGΔgapA::gapN strain was 2.6 times 

lower than GAPDH activity from parental strain. Kynetic data indicated that the specific growth 

and glucose consumption rates decreased 5 times in comparison with parental strain. Likewise, 

acetic acid was the main product in parental strain while in MGΔgapA::gapN strain was null, 

indicating a lower glycolytic flux. The relative carbon flux into the TCA increases 250% and in 

agree with that, CO2 yield increased 1.7 times and key genes of TCA were overexpressed. 

NADPH levels increased 300% while NADH levels decreased 25%. In order to avoid NADPH 

excess, the carbon flux distribution through PPP decreased and transhydrogenase UdhA was 

overexpressed substantially. Low NADH levels had negative effect over growth and since the 

NADH is coupled to the respiratory chain to provide ATP, key genes expression of the 

respiratory chain and oxidative phosphorylation (ndh, cydA, cyoB,and atpA) was seriously 

affected. Accordingly, the specific oxygen uptake rate and the ATP/ADP ratio decreased 4.7 and 

3.5-fold respectively. Conclusion: This work realised a quantitative analysis about the 

metabolic response to replacement both of one of the key enzyme of central metabolism and 

the NAD(P)H turnover alterations.   
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ANEXO 4 
 

En el presente anexo se muestra el resumen de la participación en el “12th International 

Symposium on Genetics of Industrial realizado en “Cancún, Quintana Roo, México” del 23 al 

28 de Junio del 2013.     

 

THE PRODUCTION OF IMPROVING POLYHYDROXYBUTYRATE IN E. coli BY 
INCREASING THE NADPH POOL AND ACETYL-CoA AVAILABILITY  
 
Sara Centeno-Leija, José Utrilla-Carreri, Alberto Rodríguez, Guillermo Gosset and Alfredo 
Martinez 
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ANEXO 5 

 
En el presente anexo se muestra el resumen de la participación en el “XIV Congreso Nacional 

de Biotecnología y Bioingeniería” realizado en Querétaro, Querétaro, México. Del 19 al 24 de 

Junio de 2011.  

 

PRODUCCIÓN HETERÓLOGA DE POLIHIDROXIBUTIRATO EN Escherichia coli 

 

Centeno-Leija Sara, Huerta-Beristain Gerardo, Alvarado-López María José, Gosset-Lagarda 

Guillermo, Martínez -Jiménez Alfredo. 
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