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Cromatografia liquida de alta resolucion
Acido 3-(N-morfolino)-propanosulfénico
Peso celular seco

Kanamicina

Carbenicilina

Cloranfenicol

Malato deshidrogenasa

Acetil coenzima A

Reaccién en cadena de la polimerasa
Ditiotreitol

Nicotinamida Adenina dinucleétido reducido
Nicotinamida Adenina dinucledétido oxidado
Medio Luria (Luria Broth)

*Los genes que codifican las enzimas que van desde GIpF hasta GIpR
se escriben en cursiva y las primeras tres letras en minuscula.
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1. RESUMEN

El glicerol es uno de los residuos mas importantes que se genera, principalmente, en la industria
del biodiesel. Debido al aumento en su produccion y a que su purificacion es costosa, hoy en dia
se buscan nuevas aplicaciones para el glicerol crudo. Una de las estrategias prometedoras para
el aprovechamiento del glicerol son las fermentaciones, donde se usa como fuente de carbono.
Con respecto a glucosa y xilosa, el glicerol presenta la ventaja de ser abundante y de bajo costo,
por lo que puede utilizarse para la produccién de metabolitos de interés comercial como el acido

succinico.

Existen varios microorganismos productores de acido succinico, entre ellos estan Actinobacillus
succinogenes, Anaerobiospirillum succiniciproducens, Mannheimia succiniciproducens y Basfia
succiniciproducens que acumulan elevadas cantidades de este compuesto. Microorganismos
como Corynebacterium glutamicum, Escherichia coliy Saccharomyces cerevisiae solo llegan a
producir bajas concentraciones del mismo. E. coli ha sido objeto de estudio para la produccion
de 4cido succinico en muchos grupos de trabajo. Si bien produce cantidades pequenas de este
metabolito, mediante el uso de ingenieria de vias metabdlicas es posible la construccion de cepas

que permitan la conversion de gran parte de la fuente de carbono en acido succinico.

En el presente estudio, se partié de E. coli MG1655 (DE3) para la construccién de una cepa
sobreproductora de acido succinico a partir de glicerol bajo condiciones sin aireacion. Mediante
ingenieria de vias metabdlicas se generaron, entre otras, las cepas E. coli AG03 (AgldA::FRT,
Appc::FRT, Apck::FRT-Km-FRT) y E. coli AG04 (AgldA::FRT, Appc::FRT, Apck::FRT,
ApykF::FRT-Km-FRT), disefiadas para dirigir la fuente de carbono a la produccién de acido
succinico, en las cuales se sobreexpresaron los genes pckas Y glpKe: (para la generaciéon de

succinato y consumo de glicerol, respectivamente) mediante el vector pACYCDuet-1.

Utilizando la cepa AG03 pACYCDuet-1/ pckas, glpKec: en medio AM1 modificado y enriquecido
con los componentes del medio LB y glicerol, bajo condiciones sin aireacién, no se encontré un
efecto positivo de los genes clonados debido a que no se consumié la fuente de carbono como
se esperaba y no se favorecié la produccién de succinato. Se analizaron algunos extractos
proteicos de dicha cinética, en donde no se encontré actividad enzimatica de Pck bajo las
condiciones evaluadas. Debido a que para la eficiente metabolizacién de glicerol se requiere la
presencia de un aceptor final de electrones como el O, se optd por evaluar la cepa en mencion
bajo condiciones limitantes de O.. Encontrandose un aumento en el consumo de glicerol, pero
ninguna produccion de succinato; la fuente de carbono se dirigié6 a la produccién de otros

metabolitos de fermentacién como acetato, etanol y formiato.
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Con el objeto de confirmar el efecto positivo del gen glpKe: clonado sobre el consumo de glicerol,
y evitar la formacion de otros compuestos de fermentacioén, se evalud la cepa AG04 pACYCDuet-
1/ pckas, glpKec, que carece del gen pykF (que codifica para la enzima principal con actividad
piruvato cinasa). Con esta cepa, en medio AM1 modificado y enriquecido con los componentes
del medio LB y glicerol, bajo condiciones limitantes de oxigeno, tampoco se favorecio la
produccién de succinato porque no se encontré actividad de Pck, y aunque no se midié actividad
de GIpK se sugiere que ésta si existié debido al consumo eficiente de glicerol y por el perfil de

metabolitos generado.

La produccion de succinato no se vio favorecida al usar un vector de expresién distinto,
pLoxGentrcpck que tiene clonado el gen pck nativo, en la cepa AG04; ni cuando se usa este
vector o el pACYCDuet-1/pckas en una cepa distinta a MG1655 (DE3), la cepa BL21 (DE3), bajo
condiciones limitantes de oxigeno, por lo que se proponen otras estrategias para favorecer la

produccién del metabolito de interés.
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2. INTRODUCCION

La demanda en el uso de estrategias biotecnoldgicas para el tratamiento de residuos
agroindustriales ha incrementado en los ultimos afios, teniendo como objetivos la disminucion en
el uso de combustibles fésiles, conservacién del medio ambiente y obtencién de compuestos de
valor agregado, entre otros. El glicerol constituye uno de los residuos mas importantes que se
genera, principalmente, en la industria del biodiésel y de la produccién de jabones. En México, se
han establecido seis plantas de biodiésel con una capacidad de produccién de 42.2 millones de
litros anuales (SAGARPA, 2017), por lo que es inevitable imaginar la alta generacion de glicerol
como residuo industrial. Ademas, debido a que el mercado del biodiésel ya se ha consolidado en
muchos paises y se espera una expansion geografica del mismo, es preciso contar con una
herramienta util y eficaz que permita aprovechar el glicerol como materia prima para otros
procesos, p. ej. como los biotecnoldgicos. Mediante fermentaciones es posible obtener, a partir
de glicerol, compuestos de valor agregado como el acido succinico (AS). Este, puede ser
convertido en una diversidad de compuestos, por ejemplo 1,4-butanediol (BDO), tetrahidrofurano
(THF), ¥-butirolactona (GBL), n-metil-2-pirrolidinona (NMP), entre otros, que son usados en una
vasta variedad de productos comerciales (Nghiem et al., 2017). Se ha estimado que el precio
comercial del AS sera de $2.3 dolares/kg en 2025, informacién que refleja el potencial industrial

que posee esta molécula (Nghiem et al., 2017).

La produccion de AS es parte del metabolismo central de muchos microorganismos, entre ellos
Escherichia coli. Aunque cepas silvestres de E. coli no acumulan cantidades elevadas de este
compuesto, mediante recombinacioén genética se han creado mutantes capaces de convertir gran
parte de la fuente de carbono en AS en fermentadores. Por lo tanto, el presente estudio tiene el
objetivo de construir, mediante ingenieria de vias metabdlicas, una cepa de E. coli
sobreproductora de AS usando glicerol como fuente Unica de carbono en condiciones sin

aireacion.

Partiendo de la cepa silvestre E. coli MG1655 (DE3), se realizé la sobreexpresion de genes que
codifican para enzimas que potencialmente permitirian dirigir la fuente de carbono y energia hacia
la produccion de AS, como glpK (codifica para una glicerol cinasa) y pck (codifica para la
fosfoenolpiruvato carboxicinasa); y la eliminacién en cromosoma de aquellos que conllevaran a

la formacién de productos de fermentacion no deseados.
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3. ANTECEDENTES

El uso de microorganismos modificados genéticamente, a través de ingenieria de vias
metabdlicas, para el tratamiento de residuos agroindustriales ha cobrado muchisima importancia;
no soélo porque resuelve problemas ambientales, que es fundamental, sino también porque otorga

valor agregado a aquellos procesos que generan grandes cantidades de dichos residuos.

El glicerol es un residuo industrial de gran importancia debido a que es subproducto principal en
la obtencion de biodiésel y saponificacion de grasas. Ante el impulso del uso de fuentes de
energia renovables mas eficientes y limpias como los biocombustibles, la presencia de biodiesel
en el mercado ha incrementado (hasta en mas de dos millones de toneladas por afio) y, por
consiguiente la del glicerol, ya que por cada 10 kg de biodiesel producido se genera 1 kg de
glicerol crudo. En 2016 la produccion mundial de glicerol fue de aproximadamente 3.2 millones
de toneladas (Ciani, 2016). Ciertas especies de algas también pueden llegar a biosintetizar y
acumular cantidades considerables de este compuesto (Blankschien et al., 2017). Como ejemplo,
arriba de 7.8 M de glicerol (lo equivalente a 718 g/L de glicerol en agua) es producido por el alga

Dunaliella genus (Clomburg & Gonzalez, 2013).
3.1 Glicerol

El glicerol (C3HsOs) es un polialcohol, liquido a temperatura ambiente, incoloro, inodoro, soluble
en agua y otros disolventes polares, insoluble en hidrocarburos y éteres. Es una sustancia
higroscopica con un pH neutro, quimicamente estable bajo condiciones normales de
almacenamiento y manejo, y de baja toxicidad ambiental. Sin embargo, puede ser explosivo
cuando entra en contacto con agentes oxidantes. Tiene un alto punto de ebullicién (290°) y
viscosidad (1.5 Pa) provocado por los puentes de hidrégeno que se forman entre sus moléculas
(Tan et al, 2013).

En cuanto a su estructura quimica, el glicerol no contiene ningun carbono asimétrico (fig. 1), no
presenta estereoisometria, pero es una molécula proquiral ya que si se esterifican los grupos -
OH de los C-1 y C-3, con sustituyentes diferentes, el C-2 pasa a ser un carbono asimétrico
(Lafuente, 2017).

CH: CH CH:
OH OH OH
Figura 1. Estructura quimica del
glicerol.
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Posee un gran numero de posibles reacciones quimicas debido a la presencia de grupos
alcohdlicos primarios y secundarios que pueden ser reemplazados por otros grupos funcionales
y formar derivados como los ésteres, aminas y aldehidos. Se ha demostrado que el glicerol puede
actuar como agente reductor y fuente de hidrégeno en la hidrogenacion de compuestos organicos
(Diaz & Cadierno, 2013).

3.1.1 Usos del glicerol puro
Actualmente se conocen diversos usos del glicerol en su forma refinada en los campos
alimentario, farmacéutico, cosmeético, quimico y sector energético. A continuacién, se mencionan

tan solo algunos usos de este compuesto:

e Como agente emoliente y humectante, para evitar la pérdida de hidratacién en diversos
productos alimentarios y farmacéuticos, p. €j. en mezcla con alcoholes como agente
antibacterial y antiviral con propiedades humectantes.

¢ Como agente anticongelante, debido a la presencia de grupos hidroxilos que pueden formar
enlaces de hidrégeno con moléculas de agua. El punto de congelacion del glicerol es de -38
°C.

e Para reducir la presion intraocular y el volumen vitreo antes de cirugias oftalmicas o para
reducir la presion intracraneal y/o el volumen de fluido cerebroespinal en casos de infarto
cerebral.

e Parala generacién de H, como fuente de energia renovable y éteres de glicerol como aditivos

en combustibles.

La mayoria de las aplicaciones anteriores del glicerol precisan de su purificacién; sin embargo,
en este proceso se requieren operaciones unitarias como absorcién con carbdn activado,
cromatografia de exclusion de iones, evaporacion y destilacion fraccionada volviéndolo muy
costoso. Ademas, las companiias que a nivel mundial manejan el mercado tradicional del glicerol
puro son incapaces de absorber el aumento en la produccién de glicerol generada por la industria
del biodiesel (Lines, 2009). Por esta razén, en paises latinoamericanos aun se discuten las

posibles aplicaciones del glicerol no purificado (Oviedo, 2012).
3.1.2 Usos del glicerol crudo

El glicerol crudo es el que proviene directamente de los procesos de transesterificacion vy
saponificacion. Quimicamente, contiene una gran cantidad de contaminantes o impurezas
dependiendo de la materia prima que se use en su generacion y del proceso de generacién. El
glicerol proveniente de la producciéon de biodiesel, esta constituido por una mezcla de glicerol,

metanol, detergente, sales de sodio o potasio, otras materias, agua, etc. (Tezuka et al, 2010),
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Ccuya presencia y proporcion, como se dice arriba, depende del proceso quimico usado en su
produccién. Este glicerol es de dificil aceptacion en el mercado, lo que se convierte en un grave
problema para su disposicién final (Thompson et al, 2006). Asi, el uso del glicerol crudo se

considera un reto para el consumo de las grandes cantidades producidas a nivel mundial.

Una estrategia alternativa para la valorizacion del glicerol crudo son los procesos de fermentacion
donde se usa como sustrato para la obtencion de compuestos quimicos de interés industrial.
Estos estudios han aumentado de forma continua, adquiriendo asi la industria de biodiésel y
saponificacion un valor agregado en el concepto de bioeconomia circular. En estos casos, se
aprovecha la capacidad que tienen algunos microorganismos de metabolizar glicerol. Se han
descrito numerosos microorganismos que pueden utilizar glicerol crudo como fuente de carbono
y energia, como cepas del género Citrobacter spp., Klebsiella spp., Lactobacillus spp. y
Escherichia spp. (Cregg et al, 2009), produciendo metabolitos como etanol, hidrégeno, 1,3-
propanodiol, 2,3-butanodiol y dihidroxiacetona; logrando procesos, hasta cierto punto, rentables

y sostenibles.

Las ventajas de usar glicerol crudo como fuente de carbono con respecto a las mas utilizadas

como glucosa, sacarosa o xilosa son las siguientes:

e Bajo costo, debido a que el acelerado crecimiento de la produccion de biodiésel ha
generado un excedente de glicerol crudo que ha llevado a una caida de sus precios. Hasta
a finales del 2019, se report un precio de 8-15 c/lb (Oleoline ®, 2019).

¢ Abundante, ya que de la cantidad total de biodiésel se genera un 10% de glicerol.

o Posee un estado mas reducido, el grado de reduccién de los atomos de carbono en la
molécula de glicerol es de 4.7 en comparacién con 4 para glucosa y xilosa (Clomburg &
Gonzalez, 2013).

e Permite la obtencion de compuestos reducidos de interés, como el acido succinico
(Dharmadi et al., 2010; Blankshien et al., 2006)

Como se observa, una de las estrategias prometedoras para el aprovechamiento del glicerol
crudo son las fermentaciones, donde se usa como fuente Unica de carbono para la produccién

de compuestos de valor agregado, uno de ellos, el cido succinico (AS).
3.2 Acido succinico y su produccién

El acido succinico, también llamado acido butanodioico (C4HsO4), es un intermediario del ciclo de
Krebs que, por ser un acido dicarboxilico (fig. 2), puede ser convertido en una diversidad de
compuestos como los que se muestran en la figura 3. Estos compuestos pueden dividirse en dos

grandes grupos segun su aplicaciéon final; por un lado, estan los ‘Commodity chemicals’ o
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quimicos base que pueden formar polimeros con variadas aplicaciones y, por otro lado, los
‘Specialty chemicals’ o quimicos de especialidad que requieren de alta pureza al ser destinados

al sector alimentario, cosmético y farmacéutico.

Figura 2. Estructura quimica del acido
succinico (AS).

/ Quimicos base \

*  Dimetil/dietil succinato
- 1,4-Butanodiol

- Tetrahidrofurano / \
Q

- Y-butirolactona vimieos de
especialidad

-Aditivos para

T alimentos.
. 2-pirrolidiona Agentes

, - 4-dcido ; i
ACI,DO aminobutandico N Erchleu Icos.
SUCCINICO -Estimulantes
para el

" Acido adipico crecimiento de

lantas.
. Succinimida P
. . . -Detergentes y
- Hidroxisuccinimida
surfactantes.

. Anhidrido maléico
- Acido maléico
- Acido fumarico
- Acido mélico

K - Acido aspartico /

Figura 3. Compuestos derivados del acido succinico. Algunos
quimicos base dan lugar a los compuestos de especialidad.

La figura 3 muestra algunos compuestos derivados y subderivados del AS. Por mencionar
algunas aplicaciones, a partir del dimetil o dietil succinato se puede formar 1,4-butanodiol que da
lugar a la produccion de ésteres o poliésteres; el anhidrido maléico origina el acido con el mismo
nombre, cuya principal aplicacion industrial es la polimerizacion con glicoles y epdxidos
insaturados lineales a poliésteres. Algunos compuestos del grupo “Quimicos base” también
forman parte de los “Quimicos de especialidad”, por ejemplo, la y-butirolactona es un profarmaco
del y-hidroxibutirico (GHB) es usado como anestésico, el acido fumarico se utiliza en la industria
alimentaria como agente reductor, mejorador de textura, regulador de pH y agente conservante
(Loépez et al, 2017).

18



El AS permite la fabricacion de una vasta variedad de productos comerciales, por lo que el
volumen de mercado proyectado para el presente afio, 2020, de varios productos es prometedor
(Tabla 1). Para el 2025 se estima un precio de $2.3 délares/kg de AS (Nghiem et al, 2017) que,
aunque parece un precio relativamente bajo, en combinacién con su alta demanda por ser uno
de los 12 bloques o moléculas base para la generacion de diversos compuestos quimicos, le

otorgan gran potencial industrial.

Volumen de mercado

FOEIEEE (1000 MT) en 2020
BDO (1,4-butanediol) 316
PBS (Succinato de polibutileno)
PBST (Poli (tereftalato de succinato de 82
butileno)
Alimentarios 26
Farmacéuticos 21
Cosmeéticos 12

MT: Tonelada métrica

Comunmente, el AS se obtiene mediante la hidrogenacién catalitica del anhidrido maléico, un
proceso basado en combustibles fésiles. Sin embargo, debido al incremento en el precio del
petréleo y en la contaminacién ambiental, la produccién de AS a partir de fuentes renovables ha
recibido mucha atencion en los ultimos afos. Una de estas fuentes lo constituye la biomasa

microbiana que, mediante fermentaciones, pueden generar grandes cantidades de AS.

Hoy en dia, existen varios grupos de trabajo y compafias reconocidos encargados de producir y
comercializar AS proveniente de microorganismos, entre éstas ultimas estan BioAmber, Myriant,
Reverdia y Succinity, donde se usa glucosa como fuente de carbono y azucares derivados de

biomasa lignocelulésica (Nghiem, 2017).

Asi, el empleo del glicerol proveniente de la industria del biodiésel y saponificacion de grasas
como fuente de materia prima en fermentaciones para la produccién de AS cobra importancia; y
es ahi donde se aprovecha la capacidad que tienen ciertos microorganismos para metabolizar

glicerol y producir el metabolito en cuestion.
3.2.1 Microorganismos productores de acido succinico (AS).

Existen muchos microorganismos silvestres productores de AS como Actinobacillus
succinogenes, Anaerobiospirillum succiniciproducens, Basfia succiniciproducens, Mannheimia
succiniciproducens, Corynebacterium glutamicum, Escherichia coliy Saccharomyces cerevisiae

(Ho Ahn et al., 2017). Los primeros acumulan elevadas cantidades de AS; sin embargo, requieren
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medios de cultivo complejos que aumentan los costos de produccién (Tabla 2), y los tres ultimos

s6lo acumulan pequenas concentraciones de esta molécula.

Titulo de AS Rendimiento

Microrganismo Condiciones de cultivo (g/L)? (g AS/g Glc)? Referencia
Glucosa (130 g/L) suplementada con
Actinobacillus licor de maiz fermentado (15 g/L), 106.04 Guettler
succinogenes extracto de levadura (5 g/L) y MgCOs [1.36] 0.82 etal.,
FZ53 (80 g/L), fermentacion anaerobia en 1996
lote, 78 h de incubacién
E. coli AFP111 Glucosa inicial (40 g/L) en medio
ApfIAB, AldhA, suplementado con triptona (20 g/L), .
AptsG, Rhizobium  extracto de levadura (10 g/L) y MgCO3 ?193311] 1.10 \g/amzuorbgt
etli pyc (40 g/L), fermentacion de dos fases en ' v
sobreexpresada lote alimentado, 76 h de incubacion.
. Medio mineral AM1 + glucosa (100 g/L)
E coli KJ060 . Jantama
AldhA, AadhE, con 10 g/L KHCOs, ffa,rmentamon por 73.45 1.06 etal,
lote, 120 h de incubacién, control de pH
AackA, AfocA, . [0.61] 2008
N « conmezcla 1:1 de KOH 6 M + K2COs 3
ApfiB, pck*, ptsl M
L Glucosa (120 g/L) en medio .
Anaerobiospirillum peptona/extracto de levadura, 83.02 Meynial
succiniciproducens bi lectrodilisi burbui [0.55] 0.89 Salles et
ATCC 53488 iorreactor-electrodia isis, con burbujeo al. 2007
de COz, 150 h de incubacion ’
Corynebacterium Glucosa (40 g/L) en medio mineral Okino et
glutamicum R definido con NaHCOs (400 mM), 23.03 [3.83] 0.19 al., 2005

fermentacion en lote alimentado, 6 h de
incubacion

2La productividad volumétrica de acido succinico se muestra entre corchetes [g/ L-h].

® El rendimiento molar se calcula con base en la produccion de acido succinico del azticar metabolizado durante ambas condiciones
aerodbicas y anaerdbicas. La biomasa se genera principalmente durante el crecimiento aerdbico. El acido succinico se produce
principalmente durante la incubacién anaerobia con CO,, Hy, 0 una mezcla de ambos.

Como se observa, todos los estudios reportados en la tabla 2 consideran la produccién de acido
succinico a partir de glucosa, en pocos estudios se ha empleado glicerol como fuente de carbono
(Clomburg et al., 2013).

E. coliha sido el objeto de estudio para la produccién de AS debido a las siguientes caracteristicas
(Jarboe et al., 2010):

e Corto tiempo de duplicacion.

e Fondo genético facil de manipular.

e Capacidad para crecer en medios de cultivo minerales con fuentes de carbono baratas.

e Capacidad para metabolizar hexosas y pentosas.

e Puede utilizar como sustrato la totalidad de los componentes de la biomasa vegetal
presente en residuos lignoceluldsicos.

¢ No requiere procesos de fermentacién complicados.

o Es tolerante a concentraciones de sustratos y productos elevadas.
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Aunque las cepas de E. coli silvestres no acumulan altas cantidades de AS a partir de glicerol,
mediante ingenieria de vias metabdlicas es posible la construccidén de cepas capaces de convertir
la fuente de carbono en AS. En la figura 4 se presenta la via metabdlica que usa E. coli para

producir AS a partir de glicerol bajo condiciones de fermentacion.

Figura 4. Via metaboélica de E. coli silvestre para la produccion de AS a partir de glicerol.
Se observa la formacioén de otros acidos organicos como D-lactato, acetato, etanol, formiato (que
se descompone en CO2 y Hz). Las flechas amarillas indican las tres maneras que presenta el
microorganismo para formar oxalacetato o malato (que posteriormente pueden dar lugar a la
produccion de AS). La fecha en rojo indica una via heterdéloga, con la enzima Pyc, para la
generacion de oxalacetato a partir de piruvato. En esta figura los genes que codifican para las
enzimas respectiva se escriben en cursiva. Fuente: Blankschien et al.. 2017

En la figura 4 se observa que el glicerol entra a través de la membrana plasmatica por difusion
facilitada, mediante la permeasa GlpF. Una vez en el interior, puede metabolizarse por dos vias
segun las condiciones de aireacion. Mediante condiciones anaerobias es sustrato de la enzima
glicerol deshidrogenasa (GIdA, lado derecho) para convertirla en dihidroxiacetona, la cual es
fosforilada, usando fosfoenolpiruvato (PEP), por la dihidroxiacetona cinasa (DhaKLM) para
generar dihidroxiacetona fostato. En condiciones aerobias, el glicerol es sustrato de la enzima
glicerol cinasa (GIpK), que lo transforma en glicerol-3-fosfato por fosforilacién con ATP. Se ha
reportado que en el metabolismo del glicerol esta es la etapa limitante y que GIpK es requerida
para el crecimiento cuando este compuesto es la Unica fuente de carbono y energia bajo

condiciones aireadas (Zwaig, 1970). El glicerol-3-fostafo es convertido en dihidroxiacetona fosfato
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por la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GlpD) usando ubiquinona como aceptor de electrones.
El glicerol también puede ser metabolizado por las enzimas GIpK y GIpABC como una ruta

minoritaria bajo condiciones anaerobias (Zhang et al, 2010).

El nodo comun de ambas vias (dihidroxiacetona fosfato) genera PEP y piruvato, éstos son muy
importantes ya que ambos conducen a la formacion de oxalacetato (OAA) y malato,
intermediarios directos de succinato. En E. coli, existen dos vias para la generacion de OAA. A
través de la enzima fosfoenolpiruvato carboxicinasa (Pck) con la generacién neta de una molécula
de ATP; sin embargo, esta reaccion es gluconeogénica bajo condiciones normales de
crecimiento. Y a través de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (Ppc), enzima principal de
carboxilacion de PEP en este microorganismo, aunque sin generacion de ATP. Hay una sola via
para la formaciéon de malato a partir de piruvato, a través de las enzimas malicas (MaeA, MaeB),
pero la direccion en este sentido es desfavorable. Una cuarta via, heterdloga, usada en varios
grupos de investigacion para la produccion de AS consiste en el uso de la piruvato carboxilasa
(Pyc) que conduce a la formacion de OAA a partir de piruvato, con el gasto de una molécula de
ATP (Blankschien et al., 2010).

Cabe mencionar que los productos mayoritarios tras la fermentacion de glicerol por E. coli
silvestre son acido férmico y etanol, seguido por acido succinico y acido acético (Zhang et al,
2010; Li et al. 2006).

3.3 Ingenieria metabdlica en E. coli para la producciéon de AS

Son varios los grupos de trabajo que han usado E. coli como objeto de estudio para la produccion
de AS. En éstos se han sobreexpresado genes que conducen a un aumento en la obtencion AS
y se han eliminado aquellos que llevan a la sintesis de enzimas que permiten la formacién de

metabolitos no deseados tales como lactato, formiato, acetato y etanol.

En 2010, Blankschien et al. obtuvieron la cepa E. coli MG1655 AadhE, Apta, ApoxB, AldhA, Appc,
[pZS-pyc] (pyc de L. lactis) para la produccion de AS a partir de glicerol. En este genotipo se
eliminaron los genes que llevan a la formacion de productos no deseados como etanol, acetato y
lactato, se elimind el gen que codifica para enzima principal de carboxilacion de PEP (ppc) y se
sobreexpreso el gen heterdlogo pyc de Lactococcus lactis. Tales autores evaluaron la cepa bajo
condiciones microaerdbicas. Obtuvieron el inéculo en medio minimo MOPS suplementado con
10 g/L triptona, 5 g/L extracto levadura y 10 g/L glicerol a 37 °C y 200 rpm. Con ello, inocularon
los matraces que contenian medio minimo MOPS suplementado con 20 g/L de glicerol. Las
cinéticas se realizaron a 200 rpm, 37 °C y pH 7 (controlado con CaCOs3 55 g/L), encontrando un

titulo final de 14 g AS/L y un rendimiento masico de 0.69 g AS/g glicerol después de 72 h de
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fermentacion. Tales resultados demostraron que la sobreexpresién del gen no nativo pyc evita
los problemas relacionados al nodo de PEP del metabolismo en E. coli, dirigiendo el flujo a la
generacion de oxalacetato (OAA), para después formar AS. Cabe recordar que existen tres vias
para la formacién de OAA (véase figura 4): 1) a partir de la enzima Pck, aunque tiende a ser
gluconeogénica tomando al OAA como sustrato; 2) mediante Ppc, la principal para carboxilar
PEP, la cual tiene baja afinidad por este sustrato en comparacion con DhaKLM, otra enzima que
usa PEP para fosforilar dihidroxiacetona durante la formacion de dihidroxiacetona fosfato; y 3)
por Pyc, que es una enzima carente en E. coli. Sin embargo, el uso de esta ultima como enzima
principal para la carboxilacion de PEP, conlleva un gasto de ATP cuya inversion se recupera soélo

si el cultivo ocurre en presencia de oxigeno.

En ese mismo afio, Zhang et al. (2010) obtuvieron la cepa E. coli ATCC8739 pck*, Aptsl, ApfiB,
donde se realiz6 una mutacion en el promotor del gen pck para su sobreexpresion, se eliminé el
gen ptsl participante en la fosforilacion de la dihidroxiacetona usando PEP y se eliminé el gen
pfIB para evitar la formacion de formiato y disminuir la acumulacion de etanol. El cultivo se llevd
a cabo bajo condiciones anaerdbicas en presencia de glicerol como unica fuente de carbono. El
in6culo fue obtenido en matraz en medio mineral NBS suplementado con 2% glicerol a 37 °C y
120 rpm después de 16 h. Las cinéticas se realizaron en medio NBS con 5% wi/v de glicerol a 150
rom, 37 °C y pH 7 (controlado con una mezcla de K,CO32.4 M — KOH 1.2 M), reportando un titulo
final de 9.4 g AS/L y un rendimiento de 0.7 g AS/g glicerol. Aunque esta estrategia permitio la
generacion neta de 1 ATP por molécula de AS producida debido a la sobreexpresién del gen pck
de E. coli, el rendimiento alcanzado se obtuvo después de un tiempo de cultivo relativamente

largo, 6 dias.

En nuestro grupo de trabajo, Martinez Valenzuela (2018) obtuvo la cepa MS01 frdA Pywpck Appc
(E. coli MG1655 ApfiB, AadhE, AxylFGH, Areg 27.3 kb, gatC S184L, AmidarpA, AldhA Pucpck
Appc) para la produccién de AS a partir de glucosa. En esta cepa se reintegré el gen frdA de la
enzima fumarato reductasa (eliminada previamente en la cepa MS01), para la sintesis de acido
succinico. Ademas, se realizé la integracion cromosomal del gen pck (que codifica para la enzima
fosfoenolpiruvato carboxicinasa) en el locus de /lacZ, para usarla como mecanismo principal de
carboxilacion de PEP y se elimind el gen ppc). Después de 48 h de cultivo, bajo condiciones de
limitacion de oxigeno en biorreactor (2.24 mmol O, L' h'') en medio mineral AM1 y 40 g/L glucosa
a 37 °C, 150 rpm y pH 7 (controlado con una mezcla 1:1 de KOH 4 M -K,COs3 2 M), se obtuvo un
titulo de 13.5 g AS/L y un rendimiento de 0.33 g AS/g glucosa. Pese a que en este estudio no se
us6 glicerol como fuente de carbono, los resultados reflejan que es posible dirigir el flujo
metabdlico a la produccién de AS a partir de la sobreexpresion de una enzima gluconeogénica

como Pck, como mecanismo principal de carboxilacién de PEP.
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En el presente proyecto se partira de E. coli MG1655 (DE3) (E.coli K12F-, AA-, ilvG, rfb-50, rph-
1, DE3) para la construccién de una cepa sobreproductora de AS en condiciones sin aireacion a
partir de glicerol. Se sobreexpresaran los genes glpK de E. coli y pck de A. succinogenes y se
eliminaran los genes gldA, ppc, pykF y de ser necesario, de acuerdo a los resultados, aquellos
que conduzcan a la formacion de productos no deseados (lactato, formiato, acetato y etanol)
como IdhA, poxB, ackA y adhE; con lo que se espera obtener un balance redox favorable dando

lugar a rendimientos iguales o mayores a 1 g de AS/g de glicerol.

La razon de la propuesta anterior radica en la naturaleza de las primeras reacciones durante la
asimilacion del glicerol. Como se observa en la figura 4, el glicerol entra a la célula por difusién
facilitada usando la permeasa GIpF y tiene dos vias para metabolizarse. En condiciones aerobias,
el glicerol es fosforilado con ATP por la enzima GIpK para luego convertirse en DHAP por la
enzima GlpD. En ausencia de oxigeno, el glicerol es oxidado a DHA por GIdA que luego se
fosforila por DhakKLM usando PEP como donador de grupo fosfato. Esta ultima ruta es
desfavorable para la obtencién de AS debido a que usa parte del PEP producido durante la
glucodlisis que deberia dirigirse a la formacién de AS; en otras palabras, desvia la fuente de
carbono a la formacion de otro metabolito (piruvato). Por esta razon, aunque en el presente
estudio se trabajara en condiciones sin aireacion, no se usaran GIdA para metabolizar glicerol ya
que se ha reportado que las enzimas GIpK y GIpABC son vias metabdlicas minoritarias que
asimilan glicerol bajo condiciones anaerobias (Zhang et al., 2010). Por lo que se espera que en
condiciones sin aireacién la sobreexpresion de GlpK aumente el flujo a la formacion de PEP,
sustrato de la otra enzima que también se sobreexpresard, la Pck de A. succinogenes debido a
que se ha reportado que el uso de esta enzima no nativa incrementa la produccién de AS hasta
6.5 veces en E. coli (Kim et al., 2004).

Con respecto a la eliminacion del gen que codifica para PykF, se espera que esta modificacion
permita solo la produccion del piruvato necesario para el crecimiento microbiano. En E. coli
existen dos enzimas formadoras de piruvato, PykA y PykF; la primera representa un 93% de la
actividad total de piruvato quinasa en condiciones aerobias, mientras que la PykA representa el
7% (Zhao et al., 2017). Bajo condiciones anaerobias, la actividad de PykF contribuye con un 70%
y la PykA con un 30%. Esto indica que la PykA juega un papel mas importante en condiciones de
fermentacion debido a que su transcripcion aumenta hasta tres veces (Zhao et al., 2017). Por lo
tanto, en nuestra propuesta, al dejar PykA como unica enzima formadora de piruvato, a E. coli no

se le privaria de este precursor necesario para su crecimiento.

Soellner et al., (2013) consideran la formacion de piruvato a partir de PEP por las enzimas PykA

y PykF como una ruta que compite con la produccion de AS. Ellos mencionan que la eliminacion
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de estas enzimas en una cepa de E. coli evitaria la formacion de piruvato o derivados de éste,
como lactato o etanol, logrando una maxima produccion de succinato. Sin embargo, una cepa sin
ninguna actividad piruvato quinasa no creceria en glicerol o no seria del todo viable (Pertierra and
Cooper 1977; Cunningham et al., 2009), por lo que en este trabajo se propone solo la eliminacion
de PykF.

En resumen, en este proyecto se propone la construccion de la siguiente via metabdlica para la

produccion de AS a partir de glicerol en condiciones sin aireacion (Fig. 5).

Figura 5. Via metabdlica en
E. coli MG1655 (DE3)
después de las
modificaciones genéticas
planteadas en el presente
proyecto. En la ruta se
propone: 1) Eliminar los
genes gldA, ppc y pykF
(marcados con X roja); 2)
Sobreexpresar los genes
9IpKec y pckas (marcados con
estrella roja), resultando la
via que se remarca con
flechas moradas.

*A. succinogenes (Kim ef al., 2004)

Con esta estrategia se propone:

a) Conseguir la generacion neta de 1 molécula de ATP por PEP carboxilado, lo cual representa

una ventaja para la célula en términos energéticos;
b) Favorecer la produccion de AS;

¢) Obtener un balance redox [NADH]/[NAD*] en condiciones sin aireacion, debido a que GIpABC
y GapA generan QH; y NADH, respectivamente, los cuales se propone sean consumidos por Mdh

y FrdBCD durante la formacion de AS; y,

d) Conseguir altos rendimientos, debido a que en condiciones sin aireacion se pretende que la
mayor parte de la fuente de carbono se dirija al producto de interés, aunado a la necesidad de

oxidar QH» y NADH generadas durante la via.
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4. JUSTIFICACION
El glicerol es un residuo agroindustrial abundante proveniente, principalmente, de la industria de
produccién de biodiésel y de jabones. Debido a que el mercado del biodiésel ya se ha consolidado
en muchos paises y se espera una expansion geografica del mismo es preciso contar con una
herramienta util y eficaz que permita su aprovechamiento, una de ellas es el uso de glicerol como
fuente de carbono en procesos fermentativos para la produccion de compuestos de valor

agregado, como el acido succinico, propuesta de este proyecto.

Existen pocos estudios sobre la produccion de AS a partir de glicerol bajo condiciones sin
aireacion, por lo que con este proyecto se estaria generando conocimiento basico del tema bajo

las modificaciones genéticas especificas propuestas.

A través de la estrategia planteada, construccion de una cepa sobreproductora de AS, se esta
aprovechando la capacidad que tiene E. coli para utilizar glicerol como fuente de carbono que
permitiria, en un momento dado, disminuir el uso de combustibles fosiles empleados comunmente
en la produccién quimica de AS y otorgar valor agregado a los procesos industriales que generan
glicerol como residuo. Al llevar a cabo un proyecto como éste se estaria desarrollando una
tecnologia verde ya que durante la formacion de AS se consume CO2(gas de efecto invernadero)

para la carboxilacién de PEP.

Por otro lado, con la via metabdlica propuesta, se espera que al dirigir el flujo de carbono y energia
hacia la produccién de AS bajo condiciones sin aireacion en minifermentador se alcancen
rendimientos cercanos o mayores a 1 g AS/g de glicerol (el maximo teérico es 1.282) debido a
que la via metabdlica estd disenada para que haya balance redox, donde el NADH y QH.
formados tenderan a oxidarse promoviendo la formacién de AS, resultando en un alto rendimiento

del producto de interés.
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5. HIPOTESIS

Mediante la sobreexpresion de los genes glpKec y pckas y la eliminacion de los genes gldA, ppc y

pykF en E. coli MG1655 (DE3) se obtendra una cepa sobreproductora de acido succinico en

condiciones sin aireacion.

6. OBJETIVOS

6.1 General

Dirigir el flujo de carbono y poder reductor hacia la sobreproduccién de acido succinico en E. coli

usando glicerol como fuente de carbono, en condiciones sin aireacion.

6.2 Especificos

1.

Generar una cepa de E. coli que no utilice la via fermentativa en el metabolismo de glicerol,
la cual conlleva a una capacidad reducida de interconversion de fosfoenolpiruvato en

oxalacetato.

Promover el metabolismo de glicerol a glicerol-3-fosfato mediante la sobreexpresion de la

glicerol cinasa (GIpK) de E. coli, en condiciones sin aireacion.

Regenerar el metabolismo directo de fosfoenolpiruvato a oxalacetato expresando el gen de la

fosfoenolpiruvato carboxicinasa (Pck) de A. succinogenes.

Limitar la produccién de metabolitos de fermentacion mediante la eliminacién de la piruvato
cinasa F (PykF).

Evaluar el efecto de sobreexpresar glpKe: y pckas, sobre el consumo de glicerol, crecimiento
celular, generacion de succinato y productos de fermentacién en medio mineral sin aireacion,

en las mutantes generadas.

En cepas de E. coli expresando glpKe: Yy pckas, evaluar parametros cinéticos y
estequiométricos del metabolismo de glicerol en medio mineral enriquecido en condiciones

sin aireacion y de limitacién de oxigeno.

Comprobar la funcionalidad de Pckas mediante la determinacién de su actividad enzimatica.
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7. MATERIALES Y ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
7.1 Cepas, plasmidos, oligonucleoétidos y técnicas de biologia molecular utilizadas.
En este estudio se partié de la cepa MG1655 (DE3) (E. coli K12F-, AA-, ilvG, rfb-50, rph-1, DES;
este ultimo gen codifica para la RNA polimerasa del fago A), la cual es muy utilizada en el

laboratorio debido a que permite la expresion de vectores que estan bajo un promotor fuerte como

T7.

En este estudio se utilizaron y/o generaron los siguientes oligonucleétidos (Tabla 3).

Oligonucleétido
Fw-gldA
Rv-gldA
Fw-pck
Rv-pck

Fw-ppc

Rv-ppc

Fw-pykF-2127
Rv-pykF-2128
Fw- pACYCDuet-1
Rv- pACYCDuet-1

Fw-glpKec-Pvul
Rv-glpKec-Ndel
Fw-pcKas-Sacl
Rv-pcKas-Ncol
k1

k2

csgC

ymdA

Secuencia
5'AGG GGC AAAATACGT TGC TC 3
5 TTT CAT CTG GTT CGT CCG TG 3'
5'GCG TGG TGA ATC GATACTTTACC 3
5'GAA CAACGT AAGCACCTGTTCC 3

5'GCATCT TAT CCG ACC TACAC 3

5'GCC TGT AGC AGA GTA GAG AA 3'

5TGT AGAACT CAACGACTC AAAAACA T
5AAA ATT GAG AGAAAACAGGATGCT T3
5GTG AGC GGATAACAATTCCCCTG 3

5GGT TAT GCT AGT TAT TGC TCAGCG G 3
5'CGATTC GAT CGG CGATCG GGC ATT TAC ATT
ATT CGT CGT GTT CTT CCC AC 3'

5'GCA CGC ACG TCC CAT ATG ACT GAA AAA AAA
TAT ATC GTT GCG CTC GAC CAG GG 3'

5'CAG CTACGC TGC GAG CTCCTTTTACAGTTT
TAT GCT TTT GGA CCG 3

5'CGG ACT CGG CTA CGA GCT ACC ATG GGATGA
CTG ACT TAAACAAAC TCG TTA AAG 3

5CAG TCA TAG CCG AAT AGC CT¥

5CGG TGC CCT GAATGA ACT GCZ
5’ACA ACG CGA CCG CTC ATC AGZ

5CGT CAC ATG CCG GTT CCA CAZ
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Las cepas y plasmidos utilizados y/o generados se enlistan a continuacién (Tabla 4).

Cepalplasmido Genotipo o descripcion Referencia
MG1655 (DE3) (E.coli K12F-, AA-, ilvG, rfb-50, rph-1, DE3; este dltimo s gel laboratorio
gen codifica para la RNA polimerasa del fago A).
BL21 (DE3) - Coleccion del laboratorio
':\3;; ccinogenes Coleccion del laboratorio
Keio AgldA::KmR  Keio AgldA::FRT-KmR-FRT Colleccion de Keio
Keio Apck::KmR  Keio Apck::FRT-KmR-FRT Colleccion de Keio
Keio Appc::KmR  Keio Appc:: FRT-KmR-FRT Colleccion de Keio
Keio ApykF::KmR  Keio ApykF:: FRT-KmR-FRT Colleccion de Keio
pCP20 Plasmido que porta los genes de la recombinasa FLP. zDgct)%enko & BYEET
Protocolo TB340 Rev. F
pACYCDuet-1 Vector de expresion con dos sitios de clonacion 0211JN de Novagen ®
(www.merck4biosciences.com)
pACYCDuet- Vector de expresion que contiene el gen pck de A. Este trabajo
1/pckas succinogenes 130Z optimizado con el uso de codones
para E. coli.
pACYCDuet- Vector de expresion que contiene el gen glpK de E. Este trabajo
1/glpkec coli.
pACYCDuet- Vector de expresion que contiene el gen pck de A. Este trabajo
1/pckas, glpkec succinogenes 130Z optimizado con el uso de codones
para E. coliy el gen glpK de E. coli.
pACYCDuet- Vector de expresion que contiene el gen pck de A. Este trabajo
1/pck*as succinogenes 130Z.
pACYCDuet- Vector de expresion que contiene el gen pck de A. Este trabajo
1/pck*as, glpkec succinogenes 130Z y el gen glpK de E. coli.
LoxGentreock Plasmido derivado de pLoxGentrc portador del gen Martinez Valenzuela,
P P pck de E. coli 2018

7.1.1 Eliminaciéon cromosomal de los genes propuestos en E. coli MG1655 (DE3) mediante
transduccién por fagos.

La eliminacion de los genes gldA, ppc, pck y pykF del cromosoma de E. coli MG1655 (DE3) se
llevé a cabo utilizando el protocolo de transduccion por fagos (modificacion de la metodologia de
Miller H., 1992).

Se prepard un cultivo en 4 mL de medio LB con el antibiético respectivo de la cepa donadora (30
ug/mL de KmR para cepas de la coleccion de Keio) y se incubd a 37 °C y 300 rpm toda la noche.
Al dia siguiente, se preparo el lisado del bacteriéfago P1 en la cepa donadora. Para ello, se
centrifugd 1.5 mL del cultivo de la cepa donadora a 13,000 rpom por 1 minuto y se eliminé el
sobrenadante. Las células se resuspendieron en 750 pL de solucion amortiguadora MC
preparada previamente (anexo 4). Se prepar6 la siguiente serie de microtubos a temperatura

ambiente:

29



Volumen de Volumen de Notas
TUBO células (uL) fagos™* (pL)

1 100 Conf[r_ol d(_e’contaminacién'con bacteri.éfagos,
verificacion de que las células son viables.

2 100 10 Diferentes concentraciones del bacteriéfago

3 100 50 para encontrar la que provoque una mayor
efectividad del fago, es decir, una buena

4 100 100 infeccion y mayor lisis celular.

5 > 10 Control de contaminacién con bacterias.

*Los fagos P1 (que aun no contenian ADN de E. coli) fueron proporcionados en el laboratorio.
**Se adicion6 100 pL de solucién MC. Se mezclé suavemente.

Estos se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. En este tiempo, se fundieron
con microondas 25 mL de agar suave y se dejaron enfriar. Poco antes de que terminara el tiempo
de incubacion, se verificd que el agar suave se hubiera enfriado lo suficiente para agregar 250 uL
de MgSO4 1 My 125 pL de CaCl, 1 M para alcanzar una concentracion final de 10 y 5 mM,
respectivamente. Se coloco 4 mL de la preparacion de agar suave con sales en 5 tubos Falcon®
de 25 mL. A cada tubo con agar suave se le agregé el contenido de la suspension células-fago
de la serie anterior y se agitdé con vortex a velocidad minima. Se plate6 cada preparacién en una
caja con LB sin antibidtico y se incubd a 37 °C toda la noche. Al dia siguiente, se raspé el agar
suave de las cajas donde hubo lisado y se paso6 a un tubo cénico de 50 mL. A éste se le afiadié
5 mL de LB y 200 uL de cloroformo y se agité a maxima velocidad. Se centrifugé a 5000 rpm por
30 minutos a 4 °C. El sobrenadante se filir6 en una membrana de 0.45 ym para conservarse a 4
°C.

Para la transduccion del bacteriéfago P1 en la célula receptora, que es la célula de interés a la
que se le quiere eliminar el gen, se prepard un cultivo de esta cepa en 4 mL de medio LB y se
incubd a 37 °C y 300 rpm toda la noche. Se centrifugd 1.5 mL de dicho cultivo a 13000 rpm por 1
minuto y se elimind el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 750 yL de solucion
amortiguadora MC preparada previamente. Se prepard la siguiente serie de microtubos a

temperatura ambiente:

Volumen de| Volumen de Notas
Tubo células (uL)| fago Keio (uL)
Control de contaminacion con bacteriéfagos,
1 100 verificacion de que las células son sensibles al
antibidtico y que el antibiético en las cajas esta
activo.
2 100 10
3 100 50 Diferentes concentraciones de bacteriéfago
4 100 100
5 . 10 Control de conta_minacién con
bacterias.

* Se adicion6 100 pL de solucién MC y se mezclé suavemente.
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Los microtubos se incubaron a temperatura ambiente por 30 min. Posteriormente se agregaron
100 pL de citrato de sodio 1 M y se mezclaron suavemente, sin usar vortex. Se plate6 todo el
contenido de cada tubo en una caja con el medio de seleccion (LB + Km) y se incubé a 37 °C por
24 horas. La eliminacion del gen de interés se comprobé por PCR con los oligonucleétidos

externos al gen a eliminar e internos del casete de kanamicina.

7.1.2 Escisiéon cromosomal del gen de resistencia a kanamicina (km) flanqueado por los
sitios FRT

En la transduccion por fagos, el gen de interés se sustituye por el casete de resistencia a
kanamicina, el cual debe de escindirse si se desea hacer eliminaciones sucesivas.

En primer lugar, se transformé la cepa a la que se le quiere eliminar el casete de Km con el
plasmido pCP20. Se recuperd en 1 mL de medio rico SOC a 30 °C y 300 rpm por 2-3 horas. Se
platearon 100 pL directo de la transformacién y 100 uL de una dilucién 1:10 en placas con medio
de selecciéon LBcpioo ¥ se incubaron a 30 °C durante 24 horas. De una de estas placas se
seleccionaron 16 colonias (resistentes a Cb) y se probo el fenotipo de pérdida de FRT-km en
cajas con medio LBkm3o y LB resembrandolas con palillo, por guion, en ese orden para asegurar
que la ultima placa también recibiera el indculo. Se incubd a 37 °C toda la noche.

Se seleccionaron 2 colonias candidatas que mostraron el fenotipo de pérdida del casete, es decir,
colonias sensibles a kanamicina. Se estriaron en placa de LB y se hizo el primer pase de
incubacion a 42 °C toda la noche, para promover la eliminacién del plasmido pCP20 en colonias
aisladas. Se demostré la escision del casete FRT-km con una reaccion de PCR a partir de ADN
cromosomal de las dos candidatas.

Se seleccionaron de 10-20 colonias aisladas de cada una de las dos candidatas estriadas en las
cajas de LB y se probé en placa el fenotipo de crecimiento en LBco100 ¥ LB estridndolas, por guion,
en ese orden para asegurar que la ultima caja también recibiera el inéculo. Se incub6 a 30 °C

toda la noche. Aquellas que no crecieron en LBcb100 SON las que perdieron el plasmido pCP20.

7.2 Construcciones derivadas del vector pACYCDuet-1 con los genes de interés.
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En este estudio se realizaron las siguientes construcciones (Tabla 5 y figura 6).

Construccion
pACYCDuet-1/pckas
pACYCDuet-1/glpkec

pACYCDuet-1/pckas, glpkec
pACYCDuet-1/pck*as
pACYCDuet-1/pck*as, glpkec

*Gen pck amplificado del genoma de A. succinogenes 130Z

cn.noom—\g

El gen pck se mando a sintetizar con el uso optimizado de codones para E. coli con los sitios de
corte Ncol y Hindlll (Anexo 1), y se integro en el vector pACYCDuet-1 inducible por IPTG (vector

1), ambas actividades realizadas por la empresa GENEWIZ® (www.genewiz.com). Sobre esta

construccion se insertd el gen glpK amplificado del cromosoma de E. coli usando los
oligonucleodtidos Fw-glpK-Pvul y Rv-glpK-Ndel (vector 3). Mas adelante se incluye el protocolo de
ligacion de genes a plasmidos utilizando la ligasa T4.

También se construyd el vector pACYCDuet-1/glpKe: que contiene uUnicamente el gen glpK
amplificado de E. coli (vector 2). Asi mismo, se realizé la construccion de los vectores 4 y 5 con
el gen pck amplificado directamente del genoma de A. succinogenes 130Z como alternativa al
vector 1y 3, y porque se podia conocer si hay alguna diferencia entre usar un gen heterélogo

cuya secuencia esta optimizada para E. coli y otra que no.
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b)

Figura 6. Estructura de los vectores de expresion pACYCDuet-1 construidos en este estudio. a) Estructura de los vectores 1y 4, b) Estructura del vector 2, c)
Estructura del vector 3 y 5, segun la tabla 4.
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7.2.1 Ligacion de genes a plasmidos con la enzima ligasa T4.

Para cada ligacion, se partié de 2 mg del plasmido extraido por miniprep por lisis alcalina y 50 pL
del gen amplificado con la polimerasa Phusion (Thermo Fisher Scientific). Ambos se digirieron
por separado con cada una de las enzimas de restriccion correspondientes a 37 °C por 8 horas.
Posteriormente, el producto de digestion del plasmido se tratdé con la enzima fosfatasa alcalina
de camaron (SAP, por sus siglas en inglés) de Thermo Fisher Scientific durante 1 hora, con el fin
de quitar los fosfatos terminales resultantes de la digestion y evitar una recircularizacion del
plasmido y la obtencion de falsas positivas en la reaccion de ligacion. Se procedié a purificar el
vector e inserto. Primero, mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.7% corriéndolos a 50 V
por 4 h, aproximadamente; y segundo, por purificacion en columna con el kit “Genedet Gel
Extraction Kit” (Thermo Fisher Scientific, Inc, USA).

Para la ligacion de los genes al vector se usé la enzima ligasa T4 (Thermo Fisher Scientific, Inc,
USA). En esta reaccion, con un volumen de 20 uL, se utilizaron 60 ng del plasmido y la cantidad
respectiva del gen para una relacion plasmido:inserto de 1:3, ATP y DTT de acuerdo al protocolo
de la DNA ligasa T4, 1 Weiss U/uL de Thermo Fisher Scientific.

La reaccion de ligacion se incubé a 4 °C por cuatro dias y con el producto de ligacién se
transformo la cepa de E. coli DH5a electrocompetente, dejandolo recuperar en medio SOC por
24 h. Se sembraron 100 yL de la recuperacion concentrada y 100 pyL de una dilucién 1:10 en
cajas de medio LB con el marcador de seleccion del vector, cloranfenicol (30 pg/mL).

Para comprobar la ligacidén se extrajo DNA plasmidico con el método de Miniprep por lisis alcalina
y se digirié con las enzimas de restriccion correspondientes observandose los tamafios esperados

para el vector linealizado y el gen pck y/o glpk en gel de agarosa al 1%.

7.3 Evaluacion de E. coli en minifermentadores.

7.3.1 Obtencion del preinéculo.

Las cepas silvestres o mutantes (guardadas en congelacién en glicerol al 40% como
criopreservador) se sembraron en cajas de medio Luria (LB) sdlido con el antibiético respectivo
(para las mutantes). Se incubaron durante 24 horas a 37 °C. De éstas, se tomaron 3 colonias
aisladas y se cultivaron durante 4-5 horas a 37 °C y 300 rpm en tubos de vidrio (16x150 mm) con

4 mL de medio LB liquido (los antibiéticos se afiadieron en caso de ser necesarios).

7.3.2 Preparacion del inéculo.
Para preparar el indculo se vertid el contenido de los tubos con las células preparadas en el punto
7.3.1 en los minifermentadores de 300 mL con 200 mL de medio mineral AM1 modificado (Tabla

6; Martinez et al., 2007) suplementado con glicerol (5 g/L) y, como en la seccion de resultados se
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mencionara, en algunos casos se adicioné triptona (10 g/L; Difco) y extracto de levadura (5 g/L;
Difco). El antibidtico correspondiente se afiadié en caso de ser necesario. El cultivo se realiz a
37 °C, 150 rpm y a pH 6.3 controlado con una mezcla 1:1 de NaOH 4 M y Na.CO3 2 M hasta
llegar a una densidad 6ptica (medida a 600 nm: D.O.s00) de 0.6, correspondiente a la fase
exponencial. Se tomoé el volumen necesario para iniciar el cultivo en los minifermentadores de
evaluacién a D.O.e00 de 0.1 (ver seccion 7.7) y se centrifugé a 5,000 rpm durante 10 minutos a

temperatura ambiente. H

Compuesto Concentracion en el medio
Sales de amonio

(NH4)2HPO4 19.92 mM

NH4H2PO4 7.56 mM
Acido citrico 0.1g/L
MgSO4 7H20 1 mM
Betaina 1 mM
Elementos traza 1.5 mL
Bicarbonato de sodio 2g/L

*Los componentes del medio AM1 se encuentan en el anexo 5.

7.3.3 Cultivo en minifermentadores de evaluacion.

Para evaluar las cepas silvestres o mutantes se determinaron parametros cinéticos (velocidades
especificas de crecimiento, consumo de glicerol, formacion de AS y otros productos) y
estequiométricos (rendimientos biomasa/glicerol, productos de fermentacién/glicerol vy
AS/glicerol) en minifermentadores de evaluacion de 300 mL. Las cepas se cultivaron en 200 mL
de medio mineral suplementado con 10 g/L glicerol y, esta vez, con bicarbonato de sodio (4 g/L),
triptona (10 g/L) y extracto de levadura (5 g/L) a 37 °C, 150 rpm y pH 6.3 controlado con una
mezcla 1:1 de NaOH 4 M y Na>.CO3; 2 M. Para estas cinéticas, con cepas que contenian los
vectores de expresién a evaluar, se les afiadié IPTG a una concentracion final de 10 uM. Se
anadio el antibidtico correspondiente a la cepa mutante evaluada.

Las cinéticas de evaluacién se llevaron a cabo por triplicado.

7.4 Evaluacion de E. coli en biorreactores de 1 L.

7.4.1 Obtencioén del preinéculo.

Las cepas evaluadas (guardadas en congelacion en glicerol al 40% como criopreservador) se
sembraron en cajas con LB sdlido con el antibiético respectivo. Se incubaron durante 24 horas a
37 °C. De éstas, se tom6 1 colonia aislada y se cultivé toda la noche a 37 °C y 300 rpm en tubos
de vidrio (16x150 mm) con 5 mL de medio LB (los antibidticos se afiadieron en caso de ser

necesarios).
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7.4.2 Preparacion del inéculo.

Se inocul6 todo el volumen del preindculo anterior a un matraz de 250 mL con 45 mL de medio
LB (los antibidticos se afnadieron en caso de ser necesarios). Se cultivdo a 37 °C y 300 rpm hasta
alcanzar una D.O.s00 entre 1.5-2, correspondiente a la fase de crecimiento exponencial (después

de 2-3 h, aproximadamente).

7.4.3 Cultivo en biorreactor.
Se realiz6 la evaluacion del crecimiento y produccion de acido succinico y otros productos de
fermentacion utilizando glicerol como fuente de carbono en biorreactores Applikon ADI 1010/ ADI

1025 (Schiedam, The Netherlands) de volumen nominal de 1 L.

También, se evalud la capacidad de crecimiento, produccion de acido succinico y otros
metabolitos, y consumo de glucosa durante 48 horas en 750 mL de medio AM1 2X (el doble de
la concentracion de las sales de la tabla 5) suplementado con glicerol, bicarbonato de sodio (4
g/L), triptona de caseina 10 g/L y extracto de levadura 5 g/L, a 37 °C, 400 rpm, pH 6.3, 0.1y 0.5
vvm (segun se indique en los resultados). En caso de ser necesario, se afnadio el antibiotico
respectivo e IPTG (10 uM). El control de pH se realizé con una mezcla 1:1 de NaOH 4 My Na,COs3
2 M. Se tomé el volumen necesario del indculo anterior (seccion 5.4.2), para iniciar el cultivo en
biorreactor a 0.1 D.O.g00, ¥ se centrifugd a 5,000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente
y se resuspendio en el medio preparado en el biorreactor.

Las cinéticas en biorreactor se realizaron por duplicado.

7.5 Determinacion de la actividad enzimatica de Pck (Fosfoenolpiruvato carboxicinasa).

7.5.1 Cosecha de las células.

Las células obtenidas durante los muestreos de las cinéticas, colocadas en tubos Eppendorf ®
de 1.5 mL, se centrifugaron a 12,000 rpm por 5 minutos a 4 °C. Se lavaron 2 veces con Tris-HCI
100 mM (pH 7.0), centrifugando a las mismas condiciones ya mencionadas. El paquete celular
se resuspendid en 1 mL del amortiguador. Se sonicd (Sonicador Soniprep 150) con 4 pulsos de
15 s cada uno con amplitud de 14-16 micrones y 1 min de reposo, manteniendo el tubo en hielo
con etanol. Los restos celulares se removieron centrifugando 10 minutos a 12,000 rom y a 4 °C.
El extracto crudo resultante se usé para determinar la actividad enzimatica o se guardé a -20 °C.

Todas las operaciones se llevaron a cabo en hielo.
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7.5.2 Actividad enzimatica de la Pck.

La determinacion de proteinas se llevo a cabo por el método de Bradford (Anexo 3). La mezcla
para la reaccion enzimatica consistié en NaHCO3; 35 mM, MgCl> 6H.0 16 mM, NADH 0.3 mM,
DTT 1 mM, ADP 10 mM, PEP 5 mM y malato deshidrogenasa (MD) 10 U. El volumen restante
para 1 mL de reaccién se completd con el amortiguador, para ensayo enzimatico, Tris HCI 100
mM (pH 6.6) y al final se anadié 100 uL del extracto enzimatico. Se sigui6 la oxidacion del NADH

a 340 nm, a 37 °C con el equipo Nanodrop, durante 3 minutos.

La actividad enzimatica especifica fue reportada como unidades internacionales por miligramo de
proteina celular total [umol/(min-mg proteina)], la cual se define como la cantidad de enzima
necesaria para convertir 1 pmol de sustrato a un producto especifico por minuto por mg de

proteina.

7.6 Métodos analiticos.
7.6.1 Determinacion de la concentracion de biomasa.

La concentracion celular de los cultivos fue cuantificada como densidad 6ptica (D.O.) Esta se
determind a 600 nm (D.O.s00) en un espectrofotometro marca Thermo Scientific modelo
GENESYS 10S UV-VIS. Para calcular la concentracion de biomasa en gramos de peso seco

celular se uso el factor 1 O.D.goo = 0.43 gocw/L (Centeno, 2013).

7.6.2 Cuantificaciéon de sustratos y productos por cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC).

La cuantificacion de los metabolitos se llevd a cabo por HPLC con H2SO4, 30 mM como fase
movil, a un flujo de 0.3 mL/min, en una columna Aminex HPX-87H a 42 °C (Dharmadi et al., 2006).
La deteccién se hizo simultdneamente con un detector de arreglo de diodos a 210 nm (Waters
996) y un detector de indice de refraccion (Waters 410). La determinacion se realizd6 mediante la
comparacion de las areas bajo la curva de los analitos y los estandares, éstos ultimos a diferentes
concentraciones. El analisis y procesamiento de datos se realizé con el sistema Empower 2. Los

sobrenadantes, antes de ser analizados, fueron filirados en membranas de 0.45 uym.
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7.7 Calculos realizados.

e Calculo del volumen de cultivo necesario para iniciar las fermentaciones a una D.O.gp

de 0.1 (o a cualquier otra).

Se uso la férmula de Volumen 1 (V1) x Concentracion 1 (C1) = Volumen 2 (V2) x Concentracion
2 (C2)

De donde

V1 = Es la incognita

C1 = Esla D.O.e00del indculo

V2 = Es el volumen final del cultivo de evaluacion

C2 = Es 0.1 D.O.s00 0 cualquier otra con la que se requiera iniciar el cultivo de evaluacion
e Correccion de los datos obtenidos por el factor de dilucion

La concentracion de biomasa, acido succinico producido, sustrato consumido y demas productos
obtenidos fueron corregidos en funcién al volumen de base, para controlar el pH a 6.3, adicionado

a cada tiempo mediante un factor de dilucion (FD).

FD = (Vi + Vb) / Vi

Vi = Volumen inicial del cultivo

Vb = Volumen de base afadido

Corregidos los valores, se calcularon los parametros que a continuacion se mencionan.
¢ Velocidad de crecimiento microbiano

La velocidad de crecimiento (u) se determiné durante la fase exponencial del crecimiento, como
criterio se utilizé un coeficiente de correlacion mayor a 0.98 en las pendientes. La ecuacién usada

fue:

- Y =(Ln (Biomasa final) — Ln (Biomasa inicial))/ (tempo incial — tiempo final)

¢ Rendimientos globales

- Yp/s = g de producto generado / g de sustrato consumido

- Yx/s= (Biomasa final — biomasa inicial) / g de sustrato consumido
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e Parametros cinéticos
- Productividad volumétrica: Qp = (g/L producto final — g/L producto inicial) / tiempo (al cual

se agota el sustrato o se llega a la maxima concentracion de producto).

- Consumo volumétrico: Qs = (g/L sustrato inicial — g/L sustrato final) / tiempo

- Consumo especifico: qs = P/ Ywsexp
p= velocidad de crecimiento microbiano

Yx/s exp = rendimiento de biomasa con respecto al sustrato durante la fase exponencial

e Actividad volumétrica:

Uenzima/ mL = [(A Azsonm /min)(1 mL)] / [(6.22)(Vex)(1 cm)].

340 nm = Longitud de onda empleada.

1 mL = Mezcla final de reaccion.

6.22 cm™'-mM-" = Coeficiente de extincion milimolar de NAD*, NADH y NADP a 340 nm.
Vex= Volumen del extracto celular empleado (100 uL).

1 cm = Medida del paso de la luz en la cubeta.

o Actividad especifica:

Ul / min * mg proteina = (actividad volumétrica Ul / mL * min) / (mg proteina / mL)
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 Construccion de las cepas y vectores de expresion.

8.1.1 Comprobacién de la cepa E. coli MG1655 (DE3).

Antes de iniciar las modificaciones genéticas y caracterizaciéon cinética de la cepa silvestre a

utilizar, E. coli MG1655 (DE3), se comprobd por PCR que verdaderamente se tratara de ésta.

Las cepas manejadas en el laboratorio de Ingenieria de Vias Metabdlicas (1Bt — UNAM), E. coli
MG1655 y E. coliW3110, se diferencian en que esta ultima posee una secuencia de insercion de
1106 pb (IS2B) entre las regiones csgC e ymdA del genoma (Hayashi et al., 2006). Por tanto, con
los oligonucledtidos necesarios (csgC e ymdA) se amplificé por PCR la secuencia mencionada
en la cepa E. coli MG1655 (DE3) dando como resultado un tamafio de 667 pb (fig. 7).

En el gel (Figura 7) se aprecian las bandas que confirman que la cepa evaluada es la MG1655,
ya que los oligonucleoétidos csgC y ymdA no amplifican la region de 1106 pb que corresponde a
IS2B, sino una regién de 667. Ademas, es una cepa DE3, es decir, posee el gen que codifica
para la RNA polimerasa del fago T7 (necesaria para la transcripcién de genes insertados en
vectores de expresion), ya que la region amplificada por los oligonucleétidos p1bio y p2bio
corresponde al tamano esperado, 892 pb.

Tamario esperado

2 667 pb

3 667 pb

1000 pb 4 892 pb
750 pb

500 pb 5 692 pb

Figura 7. Confirmacion de la cepa E. coli MG1655 (DE3). 1) Marcador de peso molecular de 1 kb, 2) Region
amplificada por los primers csgC e ymdA (se us6 un templado de DNA concentrado), 3) Region amplificada
por los primers csgC e ymdA (se us6 un templado de DNA diluido 1:10), 4) Gen amplificado por los primers
p1bio y p2bio, que codifica para la RNA polimerasa del fago A (se us6 un templado de DNA concentrado),
5) Gen amplificado por los primers p1bio y p2bio, que codifica para la RNA polimerasa del fago A (se us6 un
templado de DNA diluido 1:10).

En este caso, solo para fines practicos, se trabajé con diluciones 1:10 del templado de DNA usado

en la preparacion estandar de la reaccion de PCR.
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8.1.2 Eliminacion del gen g/dA en E. coli MG1655 (DE3).

Se elimind el gen gldA mediante transduccion por fagos a partir de un lisado de la cepa JW5556

(AgldA::FRT-Km-FRT) de la coleccion Keio. Se seleccionaron tres colonias candidatas que
mostraron el fenotipo de resistencia a kanamicina (C1, C2 y C3) después de la transduccion. A
éstas, se les amplifico por PCR la regién insertada en lugar del gen g/dA usando oligonucledétidos
externos a éste (Fw-gldA y Rv-gldA); dicha region corresponde al gen de resistencia a kanamicina
(km). También se amplificaron las regiones comprendidas entre uno de los oligonucleétidos

externos con un oligonucleotido interno al gen km (k1 y/o k2) (fig. 8).

Tamafio esperado (ph)

1

z 1689
3 2105

4 2105

5 2105

2000 pb=—> & 2105
1500 pb == 7 1208
& 1208

1000 pb=— 5 1208
750 pb == 10 1208
11 828

12 828

13 528

14 528

Figura 8. Eliminacion del gen g/dA del cromosoma de E. coli MG1655 (DE3). 1) Marcador de
peso molecular de 1 kb, 2) Fw gldA - MG1655 DE3 — Rv gldA, 3) Fw gldA — JW5556 AgldA::FRT-
Km-FRT — Rv gldA, 4) Fw gldA — C1- Rv gldA, 5) Fw gldA — C2— Rv gIdA, 6) Fw gldA — C3— Rv
gldA, 7) k2 — JW5556 AgldA::FRT-Km-FRT — Rv gldA, 8) k2— C1— Rv gIdA, 9) k2— C2— Rv gldA,
10) k2— C3— Rv gldA, 11) Fw gldA — JW5556 AgldA::FRT-Km-FRT — k1, 12) Fw gldA — C1- k1,
13) Fw gldA — C2— k1 y 14) Fw gldA — C3— k1.

La figura 8 muestra claramente que el gen gldA fue eliminado del cromosoma en las tres
candidatas evaluadas, ya que las bandas obtenidas en el gel tuvieron el mismo tamano que las
bandas de la cepa control, la cepa JW5556 AgldA::FRT-Km-FRT. Sin embargo, hubo un problema
en los tamanos esperados, ya que todas las bandas de los carriles 3-14 presentaron tamanos
con 250-300 pb menos que en los obtenidos en la simulacion realizada con el programa
SnapGene™ 1.1.3 (los cuales se anotan a lado derecho de la figura). La falta de esos pares de
bases tuvo lugar en todos los casos, por lo que se concluyé que el problema esta en la secuencia

anotada del gen de kanamicina.

Se seleccioné la candidata 1 y se le denominé cepa AG01 (E. coli MG1655 DE3 AgldA::FRT-Km-

FRT). Posteriormente, se elimind el casete de Km de esta cepa resultante para poder realizar la

eliminacion del gen ppc. La escisién del casete de Km se realizé utilizando la enzima flipasa,
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expresada en el plasmido pCP20, que reconoce los sitios FRT, los cuales flanquean al gen Km.
La comprobacion se realizé por PCR usando los oligonucledtidos externos e internos al casete
de Km como se muestra en la figura 9. Se evaluaron dos colonias candidatas (C6 y C13), para
seleccionar la cepa E. coli MG1655 (DE3) AgldA::FTR.

Tamafio esperado (pb)

1 -
2 667
3 0
1500 pb e 4 0
1000 pb —> ° o7
750 pb =3 6 0
7 0

Figura 9. Eliminacion casete de kanamicina en la cepa E. coli MG1655
DE3 AgldA::FRT-Km-FRT. 1) Marcador de peso molecular de 1kb, 2) Fw
gldA — C6- Rv gldA, 3) k2 — C6— Rv gIdA, 4) Fw gldA — C6- k1, 5) Fw gldA
— C13—Rv gldA, 6) k2 — C13—- Rv gldAy 7) Fw gldA — C13— k1.

En ambas candidatas se eliminé la region correspondiente al casete de kanamicina (de 1439 pb)
ya que el tamafo obtenido fue mucho menor en comparacién que cuando tenian dicho marcador
(ver figura 8). Al amplificar las regiones usando el oligonucleétido externo Rv gldA y el interno al
casete, k2, se observaron bandas que corresponden a inespecificidades, lo que no sucedio al
usar el par Fw gldA-k1. Estas candidatas también se evaluaron fenotipicamente, mostrando
sensibilidad al antibidtico en cuestién. Se eligié la candidata 13: E. coli MG1655 (DE3)
AgldA::FTR.

8.1.3 Eliminacién del gen ppc en E. coli MG1655 (DE3) AgldA::FTR.

El gen ppc se elimind por transduccion por fagos a partir de un lisado de la cepa JW3928 de la
colecciéon Keio. Se seleccion6 una colonia candidata que mostré el fenotipo de resistencia a
kanamicina (C2) después de la transduccion. A ésta, se le amplifico por PCR la region insertada
en lugar del gen ppc usando oligonucleétidos externos a éste (Fw-ppc y Rv-ppc), dicha region
corresponde al gen de resistencia a kanamicina. También se amplificaron las regiones
comprendidas entre uno de los oligonucleotidos externos con un oligonucleotido interno al gen
Km (k1 y/o k2) y la region que demostrara el genotipo AgldA::FRT, esto ultimo para asegurar que
dicha colonia aun conservara esa eliminacion (figura 10).
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Tamario esperado (pb)

1689
2105
667
o]
0
3197
2065
2065
1207
787

3000 pbey
2000 pbe—>>
1500 pb==—=>p

1000 pbe—3
750 pb—3

00~ O R W N

o
[

Figura 10. Eliminaciéon del gen ppc en la cepa E. coli MG1655 DE3 Ag/dA::FRT. 1)
Marcador de peso molecular de 1 kb, 2) Fw gldA - MG1655 DE3 — Rv gldA, 3) Fw gldA —
JW3928 AgldA::FRT-Km-FRT — Rv gldA, 4) Fw gldA — C2— Rv gldA, 5) k2— C2—- Rv gldA, 6) Fw
gldA — C2- k1, 7) Fw ppc - MG1655 DE3 — Rv ppc, 8) Fw ppc — JW3928 Appc::FRT-Km-FRT
— Rv ppc, 9) Fw ppc — C2— Rv ppc, 10) k2— C2— Rv ppcy 11) Fw ppc — C2— k1.

En esta figura, los carriles 2-6 muestran que la cepa evaluada tiene el gen gldA eliminado, ya que
la banda del carril 4 es mucho mas pequena que la del control positivo (carril 3) perteneciente al
casete de kanamicina en la cepa Keio. Asi también, en los carriles 5 y 6 no hay bandas debido a
que como la regién del casete de kanamicina ya no esta en la cepa evaluada, los oligonucleétidos
k1 y k2 no hibridaron y no hubo amplificacion. Los carriles 7-11 muestran el fenotipo Appc::FRT-
Km-FRT. La banda del carril 9 (de la cepa candidata evaluada) fue del mismo tamafio del casete
de kanamicina en la cepa Keio JW3928 Appc::FRT-Km-FRT, por tanto, este gen si fue eliminado
del cromosoma. La candidata evaluada se nombré AG02 (E. coli MG1655 DE3 AgldA::FRT,
Appc::FRT-Km-FRT).

Se eliminé el casete de Km de la cepa AG02 antes de realizar la siguiente eliminacion mediante

transduccion por fagos (fig. 11).
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Tamafio
esperado (pb)

Figura 11. Eliminacion del casete de 1
kanamicina en la cepa E. coli MG1655 2 2065
DE3 AgldA::FRT, Appc::FRT-Km-FRT. |2000 pb=—>

1) Marcador de peso molecular de 1kb, 2) | 1500 pb=—p 3 626
Fw ppc — JW3928 Appc::FRT-Km-FRT, 3) 4 )
Fw ppc — C1- Rv ppc, 4) k2 — C1- Rv 5 0
ppc, 5) Fw ppc — C1- k1, 6) Fw gldA —

C1-Rv gldA. 750 pb —> 6 667

La comprobacion se realizé por PCR usando los oligonucleétidos externos e internos al casete
de Km como se muestra en la figura 11. Se evalué solo una colonia (C1), después de la
transformacion de la cepa electrocompetente con el vector pCP20 que codifica para la flipasa,
debido a la baja eficiencia de dicho plasmido, ya que esta transformacion se intento varias veces.
En la candidata evaluada se eliminoé la regidn correspondiente al casete de kanamicina de 1439
pb, el tamano de la banda obtenida fue mucho menor en comparacion que cuando se tenia dicho
marcador. Al amplificar las regiones usando el oligonucleétido externo Rv ppc y el interno al
casete, k2, se observan bandas que corresponden a inespecificidades, lo que no sucedié al usar
el par Fw gldA y k1; una situacion similar ocurrié al comprobar la eliminacion de km de E. coli
MG1655 (DE3) AgldA::FRT-Km-FRT.

Se verificd la regién comprendida entre los oligos Fw-gldA y Rv-gldA de 667 pb, con una banda
muy tenue.

8.1.4 Eliminacion del gen pck en E. coli MG1655 (DE3) AgldA::FRT, Appc::FRT.

La razon de eliminar el gen pck del cromosoma de E. coli fue para evitar un ciclo futil entre la
actividad de su producto (que es gluconeogénica) y la del gen pck de A. succinogenes a expresar
en el vector pACYCDuet-1, que va en la direccion contraria (de fosfoenolpiruvato a oxalacetato).
Dicho gen también se elimind por transduccién por fagos, a partir de un lisado de la cepa JW3366
de la coleccion Keio. Se seleccionaron tres colonias candidatas que mostraron el fenotipo de
resistencia a kanamicina (C1, C2, C3) después de la transduccién. Se les amplificé por PCR el
gen de km, insertado en lugar de pck, usando oligonucleétidos externos a éste (Fw-pck y Rv-pck),

como se presenta en la figura 12.
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Tamafio esperado (ph)

1
2 2201
3 2098
4 2098
5 2098
2000 pb—> 6 2098
1500 pbe——3>
750 pbe—>

Figura 12. Eliminacion del gen pck en la cepa E. coli MG1655 DE3 Ag/dA::FRT,
Appc::FRT. 1) Marcador de peso molecular de 1 kb, 2) Fw pck — MG1655 (DE3)- Rv pck, 3)
Fw pck — JW3366 Apck::FRT-Km-FRT — Rv pck 4) Fw pck — C1— Rv pck, 5) Fw pck — C2— Rv
pck, 6) Fw pck — C3— Rv pck.

Se tomo la candidata 1 y se le denomind cepa triple mutante AG03 (E. coli MG1655 (DE3)
AQldA::FRT, Appc::FRT, Apck::FRT-Km-FRT).

De la misma forma que las mutantes anteriores, se eliminé el casete de kanamicina con el
plasmido pCP20. Se evaluaron tres colonias candidatas (C1, C2, C3), donde todas presentaron
el fenotipo y genotipo de pérdida del marcador de kanamicina (figura 13), eligiéndose a C1 para
ser E. coli MG1655 (DE3) AgldA::FRT, Appc::FRT, Apck::FRT.

Tamafic esperado (pb)

1

2 2088
3 659
4 659
5 659
2000 pb ° 1216
T 0
1500 pb . o
9 0
1000 pb - ot
750 pb 11
12
13

Figura 13. Eliminacion del casete de kanamicina en la cepa E. coli MG1655 (DE3) Ag/dA::FRT,
Appc::FRT, Apck::FRT-Km-FRT. 1) Marcador de peso molecular de 1 kb, 2) Fw pck —JW3366 Apck::FRT-
Km-FRT — Rv pck, 3) Fw pck — C1— Rv pck, 4) Fw pck — C2— Rv pck, 5) Fw pck — C3— Rv pck, 6) k2 —
JW3366 Apck::FRT-Km-FRT — Rv pck, 7) k2 — C1— Rv pck, 8) k2 — C2— Rv pck, 9) k2 — C3— Rv pck, 10)
Fw pck — JW3366 Apck::FRT-Km-FRT — k1, 11) Fw pck — C1-k1, 12) Fw pck — C2— k1, 13) Fw pck — C3—
k1.




8.1.5 Eliminacién del gen pykF en E. coli MG1655 (DE3) AgldA::FRT, Appc::FRT, Apck::FRT.

La eliminacion del gen pykF fue la ultima realizada por el método de transduccion por fagos, a
partir de un lisado de la cepa JW1666 de la coleccidon Keio. De la misma manera, se seleccionaron
tres colonias candidatas que mostraron el fenotipo de resistencia a kanamicina (C1, C2, C3)
después de la transduccion. Se amplifico por PCR la regién insertada en lugar del gen pykF
usando oligonucledtidos externos a éste (Fw-ppc y Rv-ppc). También se amplificaron las regiones
comprendidas entre uno de los oligonucleodtidos externos con un oligonucleétido interno al gen

de kanamicina (k1 y/o k2), tal como se aprecia en la figura 14.

Tamafio esperado (pb)

1

2 1771
3 1878
4 1878
5 1878
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2000 pb —> - 1090
1500 pb —> 8 1090
9 1090
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Figura 14. Eliminacion del gen pykF en la cepa E. coli MG1655 (DE3) AgldA::FRT,
Appc::FRT, Apck::FRT.1) Marcador de peso molecular de 1 kb, 2) Fw pykF — MG1655 (DE3)—
Rv pykF, 3) Fw pykF — JW1666 ApykF::FRT-Km-FRT — Rv pykF, 4) Fw pykF — C1— Rv pykF,
5) Fw pykF — C2— Rv pykF, 6) Fw pykF — C3— Rv pykF, 7) k2 — JW 1666 ApykF::FRT-Km-FRT
— Rv pykF, 8) k2 pykF — C1- Rv pykF, 9) k2 pykF — C2— Rv pykF, 10) k2 pykF — C3— Rv pykF,
11) Fw pykF — JW 1666 ApykF::FRT-Km-FRT — k1, 12) Fw pykF — C1- k1, 13) Fw pykF — C2—
k1, 14) Fw pykF — C3— k1.

Se tomo la candidata 1 para ser cepa cuadruple mutante AG04 (E. coli MG1655 DE3 AgldA::FRT,
Appc::FRT, Apck::FRT, ApykF::FRT-Km-FRT).
8.2 Construccién de los vectores de expresiéon con pACYCDuet-1.

Se comprobé la identidad del vector pACYCDuet-1 mediante la digestion con las enzimas de
restriccion a trabajar en este estudio: Ncol, Hindlll, Sacl, Ndel y Pvul. El tamafo esperado para

el vector linealizado es de 4008 pb, el cual se muestra en la siguiente figura 15.
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Descripcion
Marcador de peso molecular (1kb)
4000 pb Q pACYCDuet-1 circular
3000 pb =—> pACYCDuet-1 digerido con Neol

pACYCDuet-1 digerido con Hindlll
pACYCDuet-1 digerido con Sacl
pACYCDuet-1 digerido con Ndel
pACYCDuet-1 digerido con Pvul

b = B & B TV G I

Figura 15. pACYCDuet-1 linealizado con enzimas de restriccion. Se comprobd la identidad del vector
pACYCDuet-1 mediante el tamafio de las bandas en cada carril del gel, 4008 pb. Las bandas del carril 2
representan el plasmido circular superenrollado, enrollado y relajado (de arriba hacia abajo).

8.2.1 Construccion del vector 1: pACYCDuet-1/pckas (gen sintetizado por la compaiiia
GENEWIZ).

Como se comentd en la seccion de la metodologia, el gen pck de A. succinogenes se envié a
sintetizar con el uso optimizado de codones para E. coli por la compafiia GENEWIZ, gen que se
clono directamente en el plasmido pACYCDuet-1, de bajo numero de copias. La construccién

pACYCDuet-1/pckas se comprobd con enzimas de restriccion (figura 16; véase anexo 1).

Descripcidn ph
1 Marcador de peso molecular (1kb) -
2 pACYCDuet-1 pekAs circular 55538
5000 pb 3 pACYCDuet-1 pokAs digeride con Mool 5558
3000 pb 4 pACYCDuet-1 pckis digerido con Hindlll 5558
5 pACYCDuet-1 pckAs digerido con Mool y Hindll 3928 v 1630
1500 pb == &  pACYCDuet-1 circular 4008
T pACYCDuet-1 digerido con Ncol 40038
8 pACYCDuet-1 digerido con Hindlll 4008
9 pACYCDuet-1 digerido con Mool y Hindlll 40038
10 Marcadaor de peso molecular (1kb) -

Figura 16. Comprobacion de la construccion pACYCDuet-1/pckAs. Se comprobd la identidad del vector
pACYCDuet/pckas mediante el tamafo de las bandas en cada carril del gel, 5558 pb. Las bandas de los carriles 2-5
corresponden a la construccion sintetizada y las del carril 6-9 al plasmido sin el gen de interés (control negativo). Los
plasmidos circulares de cada caso (carril 2 y 6) poseen la forma superenrollada, enrollada y relajada, y no siempre
migran de la forma esperada en un gel de agarosa.
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8.2.2 Construccion del vector 2: pACYCDuet-1/gIpKEe..

El gen glpK se amplifico6 del cromosoma de E. coli MG1655 (DE3) usando los oligonucledtidos
Fw-glpKe.-Ndel y Rv-glpKec-Pvul que contienen los sitios de corte para las enzimas de restriccion
Ndel y Pvul y se cloné en el vector pACYDuet-1 (fig. 17). La construccion se transformoé en una
cepa DH5a electrocompetente. Se evaluaron dos colonias candidatas que mostraron el fenotipo

de resistencia a cloranfenicol, el marcador de seleccién del plasmido en cuestion.

4000 pb

Figura 17. Comprobacion de la construccion pACYCDuet-1/glpKec. Se comprobd la identidad del vector
pACYCDuet/glpKe: mediante el tamafo de las bandas en cada carril del gel, 5476 pb. Las bandas unicas en los
carriles 2, 3, 5 y 6 corresponden a la construccion linealizada y la del carril 7 a la doble digestién, obteniéndose el
plasmido lineal y el gen. En el carril 4 deberian estar dos bandas por la doble digestién; sin embargo, solo aparece
una, con el tamafo esperado de la construccion completa linealizada. Por tal razon, se tomé como colonia DH5a
pACYCDuet-1 glpKEc la nimero 2.

8.2.3 Construccion del vector 3: pACYCDuet-1 pckas glpKE..

El gen glpKe: se ligd en el vector 1. La construccidon se comprobé mediante enzimas de restriccion.
Se realizaron digestiones unica y doble con Ndel y Pvul para el gen recién ligado. El patron de
bandas para el plasmido construido y extraido de una de las candidatas resistentes a cloranfenicol
es la siguiente (fig. 18).

7000 pb
4000 pb

1500 pb

Figura 18. Comprobacion de la construccion pACYCDuet-1/pckas, glpKEec. En el carril 2, 3 y 4 se aprecian las bandas
correspondientes al vector 1 (que aun no tiene el gen glpKe: ligado). Cabe mencionar que, en cuanto a longitud, el gen
pckas y glpKec solo difieren en 100 pb, aproximadamente. El carril 5 y 6 muestran la construccion linealizada, con 7105
pb; y el carril 7, la doble digestion, mostrando la banda del plasmido con el gen pckas (5584 pb) y la banda del gen
glpKee (1521 pb).




8.2.4 Construccion del vector 4: pACYCDuet-1/pck*as (gen amplificado del cromosoma de

A. succinogenes 130Z).

Se amplificd, por PCR, el gen pck de A. succinogenes 130Z usando los oligonucleotidos Fw-
pcKas-Sacl y Rv-pcKas-Ncol que contienen los sitios de corte para las enzimas de restriccion Sacl
y Ncol. Para comprobar la ligacion del vector pACYCDuet-1 con el gen pckas se realizo digestion
Unica y doble del DNA plasmidico extraido de tres candidatas DH5a resistentes a cloranfenicol
(crecidas en placa después de la transformacion) para comprobar su genotipo pACYCDuet-

1/pckas. La comprobacion se presenta en la figura 19.

5000 pb
3600 bh—B

1500 pb=—>

Figura 19. Comprobacion de la construccion pACYCDuet-1/pck*as con el gen amplificado del genoma de A.
succinogenes 130Z. Las tres candidatas muestran el mismo patrén de digestion. Los carriles 2, 6 y 10 presentan la
forma superenrollada, enrollada y relajada del plasmido. Los carriles 5, 9 y 13 presentan dos bandas, una
correspondiente al vector linearizado y la otra al gen mencionado. Aunque en la candidata 2 (carril 9) no se aprecia muy
bien el patron de doble digestion, por el tamafio de la digestion Unica (carril 7 y 8 con bandas también muy tenues) se
puede asegurar la correcta ligacion en pACYCDuet-1 de esta colonia.
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8.2.5 Construccion del vector 5: pACYCDuet-1/pck*as, gIpKEec.

A partir de la construccién 4, se ligd el gen glpKe.. La construccidon se comprobé mediante
enzimas de restriccion. Se realizaron digestion unica y doble con Ndel y Pvul para el gen recién
ligado. El patrén de bandas para el plasmido extraido de una de las candidatas resistentes a

cloranfenicol es la siguiente (fig. 20).

ik
P Descripcitn ph

1 Marcadar de peso molecular {1 kb)

1500 pb
P 2 pACYCDuet1 pokAs glpkEc digerido con Mdel 7105
3 pACYCDuet-1 pokhs gipKEc digerido con Pyl 7105
4 pACYCDuet-1 pokds glpkEcdigeridoconMdely Pl 5584y 1521

Figura 20. Comprobacion de la construccion pACYCDuet-1/pck*as, glpKec. En el carril 2 y 3 se aprecian bandas
Unicas correspondientes a la construccion linealizada usando solo una enzima de corte, con un tamano de 7105 pb. En
el carril 4, se muestra el patron de banda de la digestion doble, el gen glpKEec tiene un tamaro de 1521 pb y el resto del
plasmido (con el gen pck*as) un tamano de 5584 pb. Nota: Las bandas entre los carriles 1 y 2 numerados son las bandas
de la construccion 2, ya presentada (fig. 17)
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8.3 Caracterizacion de las cepas.

8.3.1 E. coli MG1655 (DE3) presenta un metabolismo lento en glicerol con respecto a

glucosa.

Durante la obtencion de los inéculos de E. coli MG1655 (DE3) cuyas condiciones de cultivo
fueron, en un principio, 200 mL de medio mineral AM1 modificado y 20 g/L glicerol sin aireacién
a 37 °C, 150 rpom y pH 7 controlado con una mezcla 1:1 de NaOH 4 M y Na,COs3 2 M, se noté un
crecimiento muy lento de la cepa. Cabe mencionar que las condiciones del medio utilizado, asi
como la concentracion de la fuente de carbono (20 g/L para la obtencion del indculo y 40 g/L para
la cinética de evaluacién) se eligieron con base al trabajo de Martinez Valenzuela (2018) del
presente grupo de trabajo, que también tuvo el objetivo de sobreproducir AS, pero a partir de
glucosa.

En la tabla 6 se presentan las distintas condiciones de cultivo que se usaron para mejorar el
crecimiento. El medio AM1 modificado contenia los componentes que se muestran en la tabla 6

mas los que se indican en la fila “condiciones de cultivo” de la tabla 7.

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
. . . H7
Condiciones de cultivo P H6.3
KCI (2 mM) CoHaNa0s (2 giL) pH6.3
C2H3NaO2 (2 g/L)
u (h) 0.023+£0.003 0.012+0.001 0.024+0.000
D.O. maxima alcanzada 1.071en 76 h 0.553en73h 1.77en76 h

*Los resultados estan por duplicado.

El primer experimento se llevé a cabo a pH 7 en presencia de sales de potasio y acetato de sodio,
obteniendo una velocidad de crecimiento de 0.023 h™'. Sin embargo, previamente se ha reportado
que para la fermentacion de glicerol se requiere un pH de 6.3. Dharmadi et al. (2006) encontraron
que E. coli es capaz de fermentar glicerol anaerébicamente de una manera pH-dependiente, mas
especificamente, a un pH ligeramente acido. Esto es, porque la fermentacion del glicerol esta
ligado a la disponibilidad de CO2 en el medio y éste incrementa su solubilidad a un pH de 6.3.
Ademas, la enzima que produce CO; por la oxidacion del formiato (formiato hidrégeno liasa, FHL),
presenta su mayor actividad a ese pH (Dharmadi et al.,, 2006). La disponibilidad de este
compuesto es muy importante, porque es sustrato de varias reacciones durante el crecimiento
normal de E. coli, ya sea para la sintesis de moléculas pequenas, de acidos grasos, asi como de
moléculas del metabolismo central (oxalacetato). Por tanto, un enriquecimiento con CO- tiene un
impacto positivo en la fermentacion de glicerol en la cepa MG1655 bajo condiciones ligeramente
acidas (Murarka et al., 2008). Por tal motivo, se opt6é por cambiar el pH a 6.3 para mejorar el

crecimiento de E. coli en glicerol.
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Por otro lado, en varios estudios se han cambiado las sales de potasio por sales de sodio para
favorecer la fermentacion de glicerol (Hu et al., 2009; Blankshien et al., 2010). Esto se probo
eliminando la adicion de KCI del medio y usando como fuente de Na unicamente el contenido en
el bicarbonato de sodio que suplementa al medio AM1 modificado en este trabajo (tabla 6). A
pesar de este cambio, la velocidad de crecimiento microbiano no mejoré, sino que bajé hasta la
mitad, 0.012 h™'. También se excluyo el acetato de sodio del medio, debido a que la cepa evaluada
no tiene caracteristicas genotipicas que le permitan crecer en presencia de acetato. En dicha
evaluacién (experimento 3), se obtuvo una velocidad de crecimiento similar a la obtenida en el

experimento 1 (0.024 h'), pero se obtuvo 60% mas biomasa en un tiempo de incubacion similar.

Bajo la condicion del experimento 3, que fue la mejor, tanto en velocidad de crecimiento como en
formacion de biomasa, se realizaron las cinéticas de evaluacion (ahora con 40 g/L de glicerol)
para caracterizar la cepa silvestre MG1655 (DE3). La grafica de crecimiento, consumo de sustrato

y produccién de metabolitos se muestra a continuacién (grafico 1).
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Grafico 1. Cinética de crecimiento, consumo de glicerol y forfi%

(DE3) con glicerol como fuente de carbono y bajo condiciones din'Airdacion: a)séréélm&l‘én?o de la"Cepa eva]uada en 40 g/L

de glicerol. b) Consumo de glicerol (curva roja) y produccion de: acetato (verde), formiato ta(n%arlllo) succinato (azul) y etanol

08 120 132 144 168 180

MG1655

(celeste).
4 i o qs** . Y succinato
u (h1) Xfinal (gpew/L)  Yxs* (gceL/gGLY) (geLylgx-h) Qp (gas/L-h) (molas/moleLy)
0.038+0.001 OEGn1 ﬁ%g? 0.036+0.002 1.062+0.1 0.0139+0.001 0.11+0.009

* Yxss, parametro global calculado como el incremento en masa celular por fuente de carbono consumida al
alcanzar la fase estacionaria.
** s, consumo especifico calculado en la fase exponencial.

Como se observa, bajo condiciones sin aireacién E. coli no consumié toda la fuente de carbono
propuesta para la caracterizacion, aun en 7 dias, y presentd un crecimiento lento, alcanzando
solo 1.42 D.O.e00, (Tabla 8).
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Esta velocidad de crecimiento es similar a lo reportado por Murarka et al., en 2008. Estos autores
compararon las velocidades de crecimiento de algunas cepas de E. coli derivadas de la K-12 en
glicerol bajo condiciones anaerobias en medio minimo (MM) suplementado con 2 g/L de triptona,
5 uM de selenito de sodio y 10 g/L de glicerol, a 37 °C, pH 6.3, 200 rpm. Dichas velocidades de
crecimiento variaron de 0.029 a 0.04 h™' (tabla 9). Para la cepa de este estudio, MG1655, se
reporta una y de 0.04 h', practicamente igual a la registrada en la tabla 8. Asi también, el
rendimiento de biomasa con respecto al sustrato (Yys) obtenido en este trabajo, 0.031gcel/geLy,

es similar al reportado por estos autores.

E. coli M (h) Yws (MYceL/gaeLy)
MG1655 0.040+0.003 32.9+2.9
W3110 0.031+£0.002 32.2+3.1
MC4100 0.029+0.004 54.9+8.8
B 0.036+0.002 34.1+2.7

M parametro calculado durante la fase de crecimiento exponencial.
Yxs, parametro calculado como el incremento en masa celular por glicerol consumido al alcanzar la
fase estacionaria.

E. coli fermenta glicerol anaerébicamente; sin embargo, presenta una tasa de crecimiento muy
baja, la cual es hasta 40 veces menor que en crecimiento aerobio en medio LB (Hu et al., 2009).
Maeda et al., en 2018 compararon el crecimiento en glicerol con respecto al crecimiento en
glucosa de una cepa de E. coli bajo condiciones anaerobias. Ellos reportan que con glicerol el
microorganismo presenta una y de 0.05 h”'y con glucosa una p de 0.5 h™', es decir, 10 veces
mayor creciendo con glucosa. Esto concuerda con lo obtenido en el presente estudio al llevar a

cabo la cinética de crecimiento con glucosa (40 g/L) como fuente unica de carbono (grafico 2).
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Grafico 2. Cinética de crecimiento, consumo de glucosa y formaciéon de productos de fermentacion de E.
coli MG1655 (DE3) con glucosa como fuente de carbono y bajo condiciones sin aireacion. a) Crecimiento de
la cepa evaluada en 40 g/L de glucosa. b) Consumo de glucosa (curva roja) y produccién de: acetato (verde), formiato
(amarillo), succinato (azul), etanol (celeste) y lactico (café).
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Los parametros cinéticos y estequiométricos correspondientes se registran en la siguiente tabla
10.

4 Xfinal Yis* qs** Qp .
M (h™) (gocwlL) (gcer/gorc) (gerclgeh)  (gas/L-h) Y succinato (molas/molgic)
0312003 2002 00370001  7.83240.13 0.06£0.0 0.14£0.0

* Yxs, parametro global calculado como el incremento en masa celular por fuente de carbono consumida al alcanzar
la fase estacionaria.
** gs, consumo especifico calculado en la fase exponencial.

En el panel a) del grafico 2 se observa que a las 48 h de cultivo se alcanza el doble de biomasa
en comparacion con la obtenida durante la fermentacion en glicerol. En cuanto a la velocidad de
crecimiento, es casi 9 veces mayor en glucosa, 0.31 h™', que en glicerol, 0.038 h™'. Este resultado
es cercano al reportado por Martinez Valenzuela (2018), quien obtuvo una p de 0.37 h" bajo las
mismas condiciones de crecimiento (medio AM1, 40 g/L de glucosa, condiciones sin aireacion,
pH 7, 150 rpm), con la cepa E. coli MG1655.

Estos resultados indican una capacidad limitada en el metabolismo de glicerol en condiciones de
fermentacion, probablemente debido a su grado de reduccion, a la falta de un aceptor final de
electrones exdgeno o a la falta de otros metabolitos requeridos como precursores de
componentes de la biomasa. No obstante, el rendimiento biomasa/substrato basado en el

consumo de la fuente de carbono es similar para ambas fuentes de carbono.

Debido a que el glicerol es una molécula mas reducida que otras fuentes de carbono, se requiere
la presencia de un aceptor de electrones exdégeno (como fumarato, por ejemplo) (Li et al., 2016;
Kim et al., 2018) para su eficiente metabolizacion en ausencia de oxigeno; sin embargo, la
fermentacion pH-dependiente es una buena estrategia cuando no existe dicho aceptor de

electrones (Dharmadi et al., 2006).

Para acelerar el crecimiento microbiano en glicerol y, de esta forma, su asimilacion y la produccién
del metabolito de interés, otros autores optan por el enriquecimiento de los medios minimos
usados con triptona de caseina, extracto de levadura o selenitos (Hu et al., 2009); este ultimo
para mejorar la actividad enzimatica de la formiato hidrogeno liasa (FHL), importante enzima para
la fermentacién de glicerol. Por cuestiones practicas, en el presente estudio se optd por
enriquecer el medio minimo AM1 modificado con los componentes del medio LB provenientes de
proteinas (10 g/L de bacto triptona de caseina y 5 g/L de bacto extracto de levadura), con el
objetivo de favorecer el crecimiento de las cepas a evaluar y reducir el tiempo de los cultivos (ver

seccion 8.3.2).
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Con respecto a la produccién de acido succinico (AS), la cepa silvestre produjo un titulo maximo
de 2.5 g/L en glicerol y 3.5 g/L en glucosa. Blankschien et al. en 2010 obtuvieron un titulo maximo

de AS de 2.1 g/L en fermentacion microaerdbica con la misma cepa, MG1655, a partir de glicerol.

En la tabla 7, donde se presentan algunas condiciones evaluadas en la obtencién del indculo, se
observa que no se habia evaluado la combinacién “Medio minimo AM1 modificado con 2 mM KCl,
sin acetato de sodio y pH 6.3” (los componentes del medio AM1 modificado de este experimento
son los que se encuentran en la tabla 6; sin los componentes del medio LB); por lo que se realizé

el experimento y los resultados se muestran en el grafico 3.
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Grafico 3. Cinética de crecimiento, consumo de glicerol y formacién de productos de fermentacién de E. coli
MG1655 (DE3) con glicerol como fuente de carbono en medio AM1 modificado en presencia de KCI y bajo
condiciones sin aireacion. a) Crecimiento de la cepa evaluada en 40 g/L de glucosa, b) Consumo de glicerol (curva
roja) y produccion de: formiato (amarillo), acetato (verde)) y etanol (celeste).

En el grafico 3 se observa que la D.O.s00 alcanzada a los 7 dias de fermentacion fue mas de 3.0,
a diferencia de cuando no se agrega KCIl en el medio. Sin embargo, el perfil de metabolitos
producidos cambi6. Con KCI en el medio no se formé acido succinico, el metabolito de interés.
Como productos mayoritarios se formaron etanol y acido férmico, seguido de acético. Este
resultado es relevante, ya que esta cepa bajo dichas condiciones de cultivo seria una buena
candidata para la produccion de etanol a partir de glicerol. El rendimiento teérico maximo de
formacion de moles de etanol / moles de glicerol metabolizado es de 1, y el rendimiento de etanol
con respecto a glicerol que se obtuvo en este experimento fue de 0.75+0.047 mols/molsys (tabla
11).
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M (h.1) Xfinal Yxls* qs** Qp Y EtOH
(gpcw/L) (gceL/gsus) (gsus/gx"h)  EtOH(g/L-h) (molp/molsuys)
0.02640.002 1;‘{?’;’2;’ :\8 0.097£0.011  0.27+0.05  0.032+0.006 0.75+0.047

* Yus, parametro global calculado como el incremento en masa celular por fuente de carbono consumida al
alcanzar la fase estacionaria.
** gs, consumo especifico calculado en la fase exponencial.

En la tabla 12, se registra el perfil de metabolitos obtenidos en los tres experimentos reportados
hasta aqui y se compara con los obtenidos por otros autores. El producto mayoritario se coloca

en primer lugar de la lista.

Referencia Este trabajo Este trabajo Este trabajo Zhang et al., 2010 Li et al., 2016 Liu et al., 2013
Cepas E. coliMG1655 E. coliMG1655 E. coliMG1655 . E. coli .
silvestres (DE3) (DE3) (DE3) E. coli ATCC8739 MG1655 E.coliK12
Fuente de Glicerol Glicerol Glucosa Glicerol Glicerol Glucosa
carbono (40 g/L) (40 g/L) (40 g/L) (15 g/L) (15 g/L) (20 g/L)
Medio mineral I Medio mineral R .
Medio mineral AM1*.  AM1 con KCI 1 Medio nllneral NBS. 37 °C, 150 Medio mlrgeral Mesilo mineral CD.
N o AM1. 37 °C, 150 SM. 37 °C, 30 °C, 170 rpm, pH
37 °C, 150 rpm, pH mM. 37 °C, 150 rpm, pH 7
- rpm, pH 6.3 220 rpm, pH 6.6 controlado con
Condiciones 6.3 controlado con rpm, pH 6.3 . controlado con 2.4
- . controlado con 1:1 6.3 controlado (Mgs(CO3)4(OH),)
de cultivo 1:1 de NaOH4 My controlado con M K,COz- 1.2 M
Na,COjs 2 M. 11deNaOH4 ~ 98NaOH4My KOH). con MgCO;. 16 g/L.
Sin aireacion**. My Na,CO3 2M. Na,COs 2 M. Condiciones Condiciones Condiciones
Sin ai o Sin aireacion. e anaerobias. anaerobias.
in aireacion. anaerobias***.
A T Lactico (14.4) A Lactico (6.1)
Perfil de FoETé%%f?fZ) Etanol (5.8) et (507) Eg:cf?s(% F%tran?&((()égg) Etanol (2.9)
s 7 Py > Acético (5.2) Ao - ’ Acético (2)
productos Succinico (2.2) Foérmico (1.4) Etanol (4) Succinico (3) Succinico (0.3) Succinico (1.3)
Acético (1.5) Acético (1) Acético (0.08) ;

*El medio AM1 es el que se presenta en la tabla 5.

Succinico (3.6)

Férmico (0.3)

**La condicién “sin aireacion” se refiere a que el minifermentador utilizado en los experimentos no tiene un sellado hermético, pero no
permite la entrada ni salida de aire. Solo esta presente el O, del aire inicial, que es poco, el cual se consume al inicio de los cultivos.
*** | a condicién anaerobia se logré cuando en tales experimentos se usé CO; puro para llenar el espacio superior de los recipientes.
**** | os valores entre paréntesis estan en g/L.

Como se observa, el perfil de metabolitos producidos cuando se usa glicerol como fuente de
carbono en medio AM1 (sin KCI) es similar a lo reportado por Zhang et al. (2010) y Li et al. (2016);
este ultimo, a partir de la cepa E. coli MG1655, donde se producen etanol y acido férmico como
productos mayoritarios, cantidades menores de acido succinico y acético y ninguna de acido
lactico. El perfil de metabolitos usando glucosa como fuente de carbono varia un poco con
respecto al reportado por Liu et al. en 2013, donde se producen elevadas cantidades de lactato,

como productos secundarios se forman formiato y acetato, y muy poco etanol y succinato.
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Figura 21. Metabolismo de glucosa y glicerol en E. coli bajo condiciones sin aireacion. Las primeras
reacciones del metabolismo de glucosa se presentan en rosa, las del glicerol en verde y las reacciones comunes
de ambas fuentes de carbono a partir de fosfoenolpiruvato en morado. Por las condiciones de este estudio, la via
de la enzima codificada por aceEF esta inactiva. En esta figura los genes que codifican para las enzimas
respectivas se escriben en cursiva. Fuente: modificado de Blankschien et al., 2010.

De acuerdo a la figura 21, la generacion de formiato y etanol como productos mayoritarios a partir
de glicerol en el grafico 1 se obtiene, primeramente, por la enzima codificada por pfiB (piruvato
formiato liasa). Esta enzima solo esta activa bajo condiciones anaerobias, el nivel de proteinas
PFL incrementa durante el crecimiento anaerobio de E. coli (Sawers, 1988), por lo cual se
producen elevadas cantidades de formiato y acetil-CoA. Cabe mencionar que el complejo de la
piruvato deshidrogenasa esta inhibida en ausencia de O, (Parés, 1997). El acetil-CoA formado
puede dirigirse hacia la formacién de acetato y etanol. Debido al balance redox, el metabolismo
se dirige principalmente hacia la produccién de etanol, ya que en las primeras reacciones de la
asimilacién de glicerol se producen dos moléculas de NADH las cuales se invierten en la

formacion de etanol, en consecuencia se detectdé mas de este compuesto que de acetato.

A pH 6.3 la hidrégeno formiato liasa (codificada por fdhF) presenta su mayor actividad, generando
H. y CO; a partir de formiato (Dharmadi et al., 2006). Como en este experimento (grafico 1) se
detectaron elevadas cantidades de dicho metabolito, podria cuestionarse la actividad de la
enzima; sin embargo, esto pudo deberse a que como no hay mucha biomasa y aun queda fuente
de carbono en el medio, no hubo necesidad de convertir el formiato en CO-, molécula importante

en varias reacciones del crecimiento.
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Parte del glicerol metabolizado fue dirigido a la formacién de acido succinico, probablemente
debido a que se tiene activa la enzima principal de carboxilacién de fosfoenolpiruvado, la Ppc, y
porque se tienen presentes moléculas de NADH y QH. para ser utilizadas por las enzimas Mdh y
FrdABCD, respectivamente. No obstante, esta utilizacion no fue eficiente debido a que en estas
condiciones metabdlicas no se logra un balance redox por esta via, por lo cual se generaron
cantidades pequefias de acido succinico. Cabe mencionar que la presencia de QHz se debe a
que la via GlpK-GIpABC también esta activa bajo condiciones sin aireacién aunque en menor

grado, ya que es una ruta minoritaria (Zhang et al., 2010).

En cuanto a la glucosa (grafico 2), su producto principal, lactato, se produce a partir de piruvato
por la lactato deshidrogenasa que es inducida durante el metabolismo anaerobio de una amplia
variedad de fuentes de carbono (Jantama et al., 2008). Esta enzima realiza la reaccién mediante
la utilizacion del NADH producido por la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (Ver fig. 21),
regenerandolo a NAD®, molécula necesaria para que mas moléculas de glucosa se sigan
metabolizando. Con glucosa, se presenté una fermentacion acido-mixta. Donde ademas de

producirse lactato se forman formiato, acetato, etanol o succinato.

El perfil de productos mayoritarios de fermentacion entre glucosa y glicerol fue diferente. Con
glucosa se forma, principalmente, lactato seguido de formiato y acetato; mientras que con glicerol,
los dos productos principales fueron formiato y etanol, y como coproductos secundarios succinato
y acetato, sin produccion de lactato. El analisis de este comportamiento muestra que el grado de
reduccién del glicerol y las vias iniciales de su catabolismo, en comparacion al de glucosa,
generan una distribucion de productos de fermentaciéon muy diferente. Esta distribucion permite
sugerir el uso de glicerol y técnicas de ingenieria metabdlica sobre E. coli para la construccion de
cepas homo productoras de etanol o succinato, como en este estudio, y el uso de glucosa para

producir lactato.

Por otro lado, el perfil de metabolitos del glicerol en medio AM1 modificado con KCI cambié con
respecto al medio que no contenia esta sal. Se formaron cantidades elevadas de etanol y
cantidades minoritarias de acetato y, curiosamente, formiato. En muchos grupos de trabajo que
tienen como objetivo la produccidén de acido succinico a partir de glicerol, optan por el uso de
sales de sodio en el medio mineral que emplean en lugar del uso de sales de potasio (Wong et
al., 2014; Blankschien et al., 2010, Murarka et al., 2008). La razén no es clara, pero puede radicar
en que en la estructura nativa de la enzima Pck siempre hay un ion sodio enlazado de manera
putativa (que es reconocido como propio de la proteina) al atomo O de la tirosina 29 y al atomo
0% del aspartato 307 y a moléculas de H-O que interaccionan con éstos (Leduc et al., 2005). En

la estructura proporcionada por Protein Data Bank (PDB) se identifican numerosas entradas de
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iones de sodio para una gran variedad de interacciones, pero las mencionadas anteriormente son
las principales (Leduc et al., 2005). Por lo que se podria sugerir que la presencia de iones sodio
es indispensable para la estructura y funcionalidad de la Pck, y sin combinar con potasio debido
a que podria existir una competencia entre ellos. En cuanto a esto ultimo se reflejé su importancia,
si se elimina el potasio del medio quedando solo sodio (ver tabla 6) se favorece la produccién de

succinato y si esta presente se favorece la produccién de etanol.

Para esta seccion experimental concluimos que el metabolismo del glicerol no solo difiere del
metabolismo de glucosa en el crecimiento obtenido por la cepa silvestre sino también en el perfil
de metabolitos generado, favoreciéndose la produccion de etanol y formiato con glicerol, y lactato

con glucosa.

Debido a que E. coli MG1655 (DE3) solo consumio alrededor del 34% del glicerol propuesto (40
g/L para las cinéticas de evaluacion), se decidié disminuir su concentracion a 10 g/L en los
subsecuentes experimentos, aunado al enriquecimiento del medio AM1 modificado con los

componentes del medio LB.

8.3.2 El crecimiento de la cepa silvestre E. coli MG1655 (DE3) con glicerol se ve favorecido

en medio mineral enriquecido, pero no la produccion de succinato.

Se llevo a cabo la caracterizacion de la cepa silvestre en medio AM1 modificado y enriquecido
con 10 g/L de triptona de caseina y 10 g/L de extracto de levadura en 10 g/L de glicerol (AM1m-
YE-T-Gly). La cinética de crecimiento, perfil de metabolitos y parametros cinéticos se presentan

en el gréafico 4 y tabla 13.
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Y succinato

CEPA u (h7) Xinal (9ocw/L) Yus® (gceL/Gsus) s (gsus/gxh) Qs (gns/L-h) (molas/molsys)
1.06
0.34 0.143 2.371 0.045 0.23
MG1655 (DE3) +0.006 E’-;‘O;gh +0.003 £0.09 +0.013 +0.07

* Yws aparente, parametro global calculado como el incremento en masa celular por fuente de carbono consumida
al alcanzar la fase estacionaria.
** s, consumo especifico calculado en la fase exponencial.

Bajo las condiciones del presente experimento, la velocidad de crecimiento fue de 0.34 h', casi
9 veces mas que en medio no enriquecido. Cabe mencionar que la fase exponencial inicié desde
el tiempo 0 hasta las 6 horas de cultivo y la concentracién de biomasa maxima alcanzada fue de
1.06 g/L a las 48 h, a diferencia del medio no enriquecido que fue de 0.61 g/L después de 7 dias
de fermentacion, comprobando que el enriquecimiento del medio favorece el crecimiento

microbiano.

En cuanto al consumo de la fuente de carbono (10 g/ de glicerol), a las 66 h de cultivo ya se habia
consumido en su totalidad. Su consumo especifico fue el doble (2.37 gsus/gx-h) con respecto al

medio no enriquecido (1.062 gsus/gx-h).

El perfil de metabolitos obtenido difiere al obtenido en el medio no enriquecido (AM1 modificado
sin KCl y pH controlado a 6.3). En este experimento se obtiene como producto mayoritario etanol
(8.4 g/L), seguido de succinato (2.1 g/L), y acetato y formiato en cantidades minimas. Mientras
que en el experimento sin enriquecer se obtuvieron como productos mayoritarios formiato y
etanol, seguido de succinato y acetato en pequefias concentraciones. En el trabajo de Li ef al. en
2006, también obtuvieron etanol como producto mayoritario en una cepa de E. coli MG1655 a

partir de glicerol; sin embargo, igualmente reportaron cantidades significativas de formiato.

Figura 22. Metabolismo de
glicerol en E. coli en medio
AM1m-YE-T-Gly bajo
] condiciones sin aireacion. En
este esquema, el producto
mayoritario se encierra en color
naranja. La reaccién catalizada
por la piruvato deshidrogenasa,
codificada por aceEF, esta
_— inactiva debido a las condiciones
no aireadas. Los genes que
codifican para las enzimas
respectivas se presentan en
cursivas.

Fuente: modificado de

© 7’ 7 ® Blankschien et al., 2010.
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De acuerdo a los resultados reportados en el grafico 4 y a la figura 22, se sugiere que el formiato
generado se convirti6 en CO2 y H», ya que esta vez se produjo mas biomasa, lo que demando
mas CO; para las distintas reacciones del crecimiento (Murarka et al., 2008). Como se vera a
continuacion, toda la fuente de carbono se destind para la formacién de los productos de
fermentacion, por lo que para la generacién de biomasa las células, ademas del CO, proveniente

del formiato, tomaron los componentes del hidrolizado de caseina y del extracto de levadura.

Las cantidades significativas de etanol producido fue gracias a la suficiente generacion de NADH,
del cual se producen dos moléculas (resaltados en color rosa en la figura 22), una por la enzima
GIdA (glicerol deshidrogenasa) y otra por GapA (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa). Bajo
las condiciones de este experimento, se sugiere que el balance redox del sistema se logré
dirigiendo el NADH a la produccion de etanol, ya que se ocupan dos moléculas de éstas en su

formacion, regenerando asi el NAD" inicial.

La produccion de etanol también sugiere que se formaron cantidades equimolares del alcohol y
de formiato (y, posteriormente, de CO), debido a que la generacion de etanol solo pudo llevarse
a cabo a través del Acetil-CoA, formado unicamente por la piruvato formiato liasa (codificada por
pfIB) junto con formiato. Sin embargo, como se comentd anteriormente, el formiato producido se
consumi¢ por la FHL (formato hidrégeno liasa) para proveer de CO; a reacciones importantes del
crecimiento microbiano, por lo que solo se detectaron cantidades despreciables de dicho

compuesto.

La produccién maxima de succinato fue de 2.1 g/L, muy similar al obtenido en el medio sin
enriquecer e idéntico al reportado por Blankschien et al. en 2010. Por otro lado, si se realiza un
balance de masa entre las cantidades finales de los metabolitos producidos y la fuente de carbono
se aprecia una discrepancia. Esto es un consumo de 10 g/L de glicerol y una produccion de
metabolitos total de 11.2 g/L, ademas de la formacion de biomasa y CO,. Esto en parte puede
deberse a la contribucion de carbono de la triptona de caseina (caseina hidrolizada; es decir, una
fuente de aminoacidos) y del extracto de levadura (autolisado de células de levaduras; un
producto rico en vitaminas, especialmente, del complejo B, aminoacidos y otros factores de
crecimiento; Mateos, 2000). Tales aminoacidos, principalmente los que pueden ser
metabolizados directamente a piruvato (como alanina) o a metabolitos del ciclo de los acidos
tricarboxilicos, pueden ser considerados como fuente de carbono debido a que generan a-
cetoglutarato u oxalacetato, los cuales son precursores de formacion de glucosa por

gluconeogénesis.
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En cuanto a la produccion de acido succinico, en la reaccion catalizada por la Ppc
(fosfoenolpiruvato carboxilasa) se fija CO.. Dicho CO2 pudo provenir de la reaccion de la FHL a

partir de formiato.

En resumen, en medio AM1m-YE-T-Gly se producen 8.4 g/L de etanol y 2.1 g/L de succinato a
partir de aproximadamente 10 g/L de glicerol, donde el resto de los metabolitos y la biomasa
probablemente se obtienen a partir de los componentes del extracto de levadura e hidrolizado de

caseina.

Hablando en términos energéticos en cuanto a ATP se refiere, el numero de moléculas formadas
no fue el mismo que de las consumidas. De acuerdo a la fig. 22, se formaron dos moléculas de
ATP hasta la formacién de piruvato; una por la fosfoglicerato quinasa y otra por la piruvato
quinasa, cabe mencionar que parte del PEP (sustrato de la piruvato cinasa) se uso para fosforilar
la dihidroxiacetona por la dihidroxiacetona fosfato, por lo que no todo el PEP se emple6 para
formar ATP en dicha reaccién. Las reacciones catalizadas por AckA (acetato cinasa) y Pck
(fosfoenolpiruvato carboxicinasa) generan ATP, sin embargo, en este experimento la primera no
contribuy6 relevantemente porque se formaron menos de 0.5 g/L de acetato y la segunda es una
reaccion gluconeogénica. En cuanto al consumo de ATP, en este escenario metabdlico, solo lo
hace la glicerol cinasa, pero no fue relevante debido a que la ruta GIpK-GIpABC es una via
minoritaria bajo las condiciones empleadas (sin aireacion). No contar con un balance neutro de
moléculas de ATP es desfavorable para alcanzar altos rendimientos de un metabolito de interés.
Cualquier exceso de ATP producido en una ruta metabdlica se gasta en el crecimiento celular,
ademas de vias de mantenimiento, lo que demanda fuente de carbono y la desvia de la formacion
del producto de interés, generando asi bajos rendimientos (asumiendo que no hay otros
metabolitos que también pueden competir por la fuente de carbono) (Stephanopoulos et al.,
2011). Cabe mencionar que en este experimento se trabajo con la cepa silvestre, que aun no esta

disefada para dirigir la fuente de carbono al succinato.

En esta seccidén resumimos que la cepa evaluada (silvestre) crece hasta 9 veces mas rapido en
medio AM1 modificado enriquecido con los componentes del medio LB que en medio AM1
modificado sin enriquecer; generando al mismo tiempo un perfil de metabolitos distinto,

produciendo hasta 8.4 g/L de etanol y 2.1 g/L de succinato.

8.3.3 E. coli MG1655 (DE3) genera una fermentacién acido-mixta, favoreciendo la

produccion de acetato en medio mineral enriquecido con glucosa como fuente de carbono.

Como se contaba con la caracterizacién cinética de la cepa silvestre con glucosa en medio AM1

modificado para fines comparativos, al ser una fuente de carbono preferencial para la bacteria,
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Figura 23. Metabolismo de glucosa en E. coli en medio AM1m-YE-T-Glc
en condiciones sin aireacion. En este esquema, el producto mayoritario se
encierra en color naranja, los genes que codifican para las enzimas
respectivas se escriben en cursiva.

En cuanto a moléculas energéticas se refiere, hay dos enzimas que generan ATP hasta la
formacion de piruvato; éstas son la fosfoglicerato cinasa y la piruvato cinasa. Debido a que se
formaron cantidades considerables de acetato por la Ack, también se produjeron moléculas de
ATP por esta via (Figura 23). Este balance energético contribuyé a una mayor generacién de
biomasa con respecto al experimento con glicerol. Aunque en la entrada de una molécula de
glucosa se emplea una molécula de PEP, equivalente a un ATP, su consumo fue mas rapido.
Como se describié anteriormente, la produccion neta de ATP del metabolismo de glicerol fue
menor, también existié una desviacion de PEP (sustrato de la piruvato cinasa en la formacion de
ATP) en la fosforilacién de la dihidroxiacetona por la dihidroxiacetona fosfato y se produjo menos

cantidad de acetato.

Este experimento permite ver que, aun en medio enriquecido, la glucosa es fuente de carbono
preferencial para E. coli con respecto a glicerol; y que incluso en glucosa, donde E. coli no tiene
limitado su crecimiento, se genera un perfil de metabolitos distinto solo por la presencia de los
componentes del medio LB (en comparacion con experimento del grafico 2), y es que la
asimilacién de éstos genera una distribucion distinta del poder reductor y, por consiguiente, de

los productos formados.
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D.0.600 nm

8.3.4 La eliminacion de la glicerol deshidrogenasa, GIdA, bajo condiciones no aireadas
reduce drasticamente la velocidad volumétrica de consumo de glicerol y genera una

produccién baja de acetato.

Una vez caracterizada la cepa silvestre en medio AM1 modificado enriquecido y no enriquecido,
tanto con glicerol como con glucosa, se llevé a cabo la caracterizacion cinética de las cepas
mutantes obtenidas por el método de transduccién por fagos, las cuales se enlistan a

continuacion.

1. AGO1: E. coli MG1655 DE3 AgldA::FRT-Km-FRT;

2. AGO02: E. coli MG1655 DE3 AgldA::FRT, Appc::FRT-Km-FRT;

3. AGO3: E. coli MG1655 DE3 AgldA::FRT, Appc::FRT, Apck::FRT-Km-FRT; y

4. AGO04: E. coliMG1655 DE3 AgldA::FRT, Appc::FRT, Apck::FRT, ApykF::FRT-Km-FRT.

Tales evaluaciones se realizaron en medio enriquecido y glicerol (AM1m-YE-T-Gly) por duplicado.
Solo en glicerol debido a que a partir de este momento el interés se centrd en la fuente de carbono
a estudiar, ya se contaba con el genotipo AgldA, gen involucrado en su consumo. Las cinéticas
de crecimiento, consumo de glicerol y perfil de metabolitos generados se presentan en el grafico

6 y los parametros cinéticos y estequiométricos en la tabla 15.

10

D.O.600 nm

0.1

14

Glicerol (g/L)
®
Acido acético (g/L)

0.1 24

LUl —T—TTTT T T T TT T or+—T—T—T—TTTT T T T T oF—T—TTTTTTTTT T

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 b)O61218243036424854606672 C)O61218243036424854606672
t(h)

0.01 a)
0|6 12 18 24 30 36 42 4l8(lEh 60 66 72 t (h)

t (h)
- AGO01 AgldA::FRT-Km-FRT
—a aGo2 AgldA::FRT, Appc::FRT-Km-FRT
—+— AGO3 AgldA::FRT, Appc::FRT, Apck::FRT-Km-FRT
AGO04 AgldA::FRT, Appc::FRT, Apck::FRT, ApykF::FRT-Km-FRT

Grafico 6. Caracterizacion cinética de cuatro mutantes derivadas de E. coli MG1655 (DE3) AM1m-YE-T-Gly bajo
condiciones sin aireacion. a) Crecimiento de las cepas en unidades de D.O. a 600 nm, b) Consumo de glicerol, c)
Produccion de acetato.
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; Acetato
Xfinal Vol qs** Glicerol

4 . maximo
CEPA M (h) (gocw/L)  (gce/gsus)  (gsusigeh) cons(:;mdo prod(uc):ido
9
MG1es5 034 10O 0.143 2.371 10 o
(OE3) 20006 007 0003 +0.09 En 66 h o1z
0.96 4.1 0.86
Acot 080 spor1 DA 151 +0.530 £0.220
*0. En7oh 0 *0. En72h En34h
0.81 26 2.16
AG2 A2 k0360 AR 1O +0.450 £0.029
*0. En72h 0 *0. En 34 h En6h
0.6 168 2.9
AGO3 0279 %00 o 083 £0.0 £0.0
En72h  *0 *0. En72h En72h
118 188 146
aco4 08 s0034 O3 021 +0.430 +0.049
*0. En72h  **- *0- En72h En72h

* Yxs aparente, parametro global calculado como el incremento en masa celular por fuente de
carbono consumida al alcanzar la fase estacionaria.
** gs, consumo especifico calculado para a fase exponencial.

Como se observa, evaluadas en condiciones sin aireacion las mutantes crecieron lentamente en
glicerol, las velocidades de crecimiento fueron disminuyendo a medida que aumenté el nimero
de genes eliminados. La eliminacién secuencial de los genes ocasiond cambios metabdlicos que
se reflejaron en un pobre crecimiento de las cepas. La biomasa maxima alcanzada estuvo en el
rango de 0.6-1.0 g/L en 72 h de fermentacion para la mayoria de las cepas, aun cuando el medio
estaba enriquecido con los componentes del medio LB. Sin embargo, las cepas AG01, AG02 y
AGO03 presentaron su fase de crecimiento exponencial durante las primeras 6 h de cultivo. Este
resultado sugiere que los componentes del extracto de levadura e hidrolizado de caseina se
utilizaron en el crecimiento del microorganismo y no el glicerol, debido a que hasta las 6 h de
fermentacion practicamente no habia sido consumido. Solo hubo formacién de acetato en
pequenas cantidades. Se sugiere que los componentes del extracto de levadura e hidrolizado de
caseina se destinaron, ademas de generar biomasa, a la produccién de acetato, ya que en las
cepas AG01, AG02 y AGO03 la formacion de acetato ocurrié durante las primeras horas del cultivo,
cuando el consumo de glicerol fue practicamente nulo (grafico 6¢). Probablemente el glicerol
consumido (1.6 - 4.1 g/L de glicerol en 72 h) se destin6 para generar energia de mantenimiento

celular.
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Figura 24. Metabolismo de glicerol en cepas mutantes de E. coli
MG1655 (DE3) en medio AM1m-YE-T-Gly bajo condiciones sin
aireacion. En este esquema, el unico producto generado se encierra en
color naranja; los genes eliminados se sefalan con una cruz roja y su
secuencia de eliminacién con un numero; la via catalizada por la piruvato
deshidrogenasa, codificada por aceEF, esta inactiva debido a las
condiciones no aireadas; y los genes que codifican para las enzimas
respectivas se escriben en cursiva.

Cabe mencionar que estos resultados eran esperados. En cuanto al consumo de glicerol, se
esperaba que no se consumiera de manera significativa en todas las cepas, ya que éstas tenian
eliminada la GIdA (glicerol deshidrogenasa), que es la principal enzima de asimilacion de glicerol
bajo condiciones de fermentacion (fig. 24). Probablemente, lo poco que se consumio se debid a
la via minoritaria de asimilacion en condiciones no aireadas, mediante GlpK y GIpABC (figura 24)
(Zhang et al., 2010). En cuanto a la produccién de metabolitos, no se esperaba formacion de
succinato debido a que a partir de la cepa AG02 se eliminé la principal enzima de carboxilaciéon
de fosfoenolpiruvado, la Ppc, que origina oxalacetato (intermediario del succinato). Se sugiere
que el piruvato generado se convirtio en Acetil-CoA, el cual, en su mayoria, fue destinado para
reacciones de crecimiento basal, p. €j. las de biosintesis de acidos grasos, por lo que no hubo

produccion de lactato, etanol o formiato.
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8.3.5 La produccioén de succinato a partir de glucosa no se vio favorecida en las cepas E.
coli MG1655 (DE3) y AG03 que poseian el gen pckas sintético clonado, en condiciones sin

aireacion.

Para comparar con glicerol y saber el efecto del gen pckas sintético (optimizado para el uso de
codones en E. coli) en la produccion de succinato a partir de glucosa, fuente de carbono
preferencial, se evaluaron las cepas E. coliMG1655 (DE3) pACYCDuet-1/pckas (sintético) y AG03
pPACYCDuet-1/pckas (sintético) en medio AM1m-YE-T-Glc bajo condiciones sin aireacion. Los

resultados se muestran en los graficos 7 y 8, y en la tabla 16.

Cabe mencionar que antes de este experimento se evalué la cepa AG03 pACYCDuet-1/pckas,
con pck sintético y original (vectores que se tenian hasta el momento) con glicerol, en donde no
se encontré efecto positivo de los genes clonados sobre la produccién de acido succinico (anexo
6). Este resultado era esperado, la cepa no consumiod eficientemente el glicerol puesto que no
tiene el gen gldA (que codifica para la enzima principal de asimilacion de glicerol en condiciones
anaerobias), pero como se requeria ver la funcionalidad de pck clonado, se evaluaron la cepa
silvestre y AG03 en glucosa.

10 MG1655 (DE3) MG1655 (DE3) N
__ pACYCDuet-ipckss PACYCDuet-1/pckas
& ® . I3 E
g g : - Acético
o 2. it érmico
8 14 56 A 2 g 'g' ;ucc(n\co
d g T ° A~ Etanol
) 2, Y =~ Lactico
3 : ;
24 A A B ;
0.1 S )
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 2 4 v s 1o 12 1i 1o 1s 20 2 2
a) t (h) b) L

Grafico 7. Cepa silvestre con el gen pckassintético evaluada en medio AM1m-YE-T-Glc, en condiciones
no aireadas. a) Crecimiento de la cepa en 10 g/L de glucosa, los resultados estan en unidades de D.O.e00. b)
Consumo de glucosa (curva roja) y produccion de: acetato (verde), formiato (amarillo), succinato (azul), etanol
(celeste) y lactico (café).
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Grafico 8. Cepas AG03 y AG03 con el gen pckas sintético, evaluadas en medio AM1m-YE-T-Glc, en
condiciones no aireadas. a, c) Crecimiento de la cepa en 10 g/L de glucosa, los resultados estan en
unidades de D.O.e00. b, d) Consumo de glucosa (curva roja) y produccion de: acetato (verde), formiato

(amarillo), succinato (azul), etanol (celeste) y lactico (cafe).

CEPA

MG1655 (DE3)

MG1655 (DE3)
pACY CDuet-1/pckas

MG1655 (DE3) AGO3

MG1655 (DE3) AG03
pACYCDuet-1/pckas

u(h)
0.48+0.044
0.6£0.00
0.58+0.001

0.53+0.00

X (gocwl/L)

2.15+0.13
En6h
1.96+0.00
En6h
1.67+0.001
En8h
1.5+£0.018
En8h

Yxls*
(9ceL/gsus)
0.245+0.026

0.23+0.00
0.19+0.001

0.18+0.002

(Goiach) O @) )

2.189+0.085 0.108+0.007 0.41+0.60
2.64+0.00 0.077+0.00 0.33+0.00
3.1+0.017 - _
2.87+0.022 - -

* Yxis aparente, parametro global calculado como el incremento en masa celular por fuente de carbono
consumida al alcanzar la fase estacionaria.
** s, consumo especifico calculado para a fase exponencial.
- Debido a que no se gener6 As en estos experimentos, no hay forma de calcular productividad ni

rendimiento.

Como se observa, no hay cambios en la produccién de acido succinico en la cepa silvestre y triple

mutante conteniendo el vector con el gen pckas (sintético) y vector sin el gen (control negativo),

aun en glucosa. Para inducir la expresién se us6 IPTG 10 uM, afiadiéndose en la fase exponencial

del

En cuanto a los otros metabolitos, el perfil es similar para ambas cepas, produciéndose acetato

crecimiento.

y etanol en cantidades mayoritarias, seguido de succinato. En cuanto al formiato, se observa que

para todas las cepas, se empieza a consumir una vez agotada la fuente de carbono. Cabe
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mencionar que el formiato es fuente de CO,, molécula importante para distintas reacciones del

crecimiento.
MG1655 (DE3) AGO03
oEp pACYCDuet-1/pckas o PACYCDuet-1/pckas
pts pts
Piruvato Piruvato
Glucosa-6-P Glucosa-6-P
pgi Pgi
Fructosa-6-P Fructosa-6-P
fruk 1 fruk 1
Fructosa-1,6-BP Fructosa-1,6-BP
1 1
i i
v v
2Gliceruldleh|'do 3-P 2Gliceruldleh|'do 3-P
1 1
CO. CO.
¥ —»{2NADH 2 ek v-/:\VZNADH 2, pek
Fosfoenolpiruvato Oxalacetato Fosfoenolpiruvato __v Oxalacetato
pe pe
PpykA, pykF NADH pykA, pykF NADH
NADH NADH
D-Lactato 4 IdhA Piruvato D-Lactato 4 IdhA Piruvato
A/’hoeg/ A('"USB/
prB aceEF, IpdA F prB ceEF, IpdA
fdhF
CO, +H, <—— FEqsmato co. CO, +H Fggmato co.
hycB-1 NABH NAD(P)H M°|°'° o h 5] gEmate NABH NAD(P)H M°|°'°
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bta bta
poxB odhE Fumarato poxB odhE Fumarato
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o foc adhEl/NADH N o A= oche] NADH N
> Acetato Etanol % Acetato Etanol

Figura 25. Metabolismo de glucosa en E. coli MG1655 (DE3) pACYCDuet-1/pckas y AG03 pACYCDuet-1/pckasen
medio AM1m-YE-T-Glc en condiciones sin aireacion. En el esquema de la izquierda se presenta el metabolismo
de glucosa de la cepa silvestre y el vector mencionado. En el de la derecha se presenta el metabolismo de glucosa
en la cepa mutante. El producto mayoritario se encierra en color naranja, la via catalizada por la piruvato
deshidrogenasa codificada por aceEF esta inactiva debido a las condiciones no aireadas y los genes a
sobreexpresar se sefialan con una estrella naranja. Nota: La cepa mutante también tiene el gen g/dA eliminado,
solo que en el esquema no se presenta porque no se muestran las reacciones con glicerol.

En la figura 25 se presenta el escenario metabdlico de las cepas evaluadas. Para la cepa
silvestre, el poder reductor NADH se dirige a la formacion de etanol. Se forman cantidades
equimolares de formiato y acetil-CoA, ésta ultima empleandose para la produccion de acetato y
etanol, que son los productos mayoritarios. Cabe recordar que, al usar un medio enriquecido con
los componentes del medio Luria y que éstos aportan compuestos de carbono, se genera una
distribucion de poder reductor diferente (en comparacién con un medio no enriquecido), por lo
que también hay otro producto que emplea moléculas reducidas durante su sintesis como el

lactato (en pequenas cantidades).

En la cepa AGO03 transformada con el vector pACYCDuet-1 y pACYCDuet-1/pckas sucede un
comportamiento similar en cuanto a produccion de compuesto de fermentacion se refiere.
Solamente hay una diferencia marcada en la produccion de succinato, ya que en las mutantes se
forma menos que en la cepa silvestre. Probablemente, esto se debié a que en la triple mutante
ya no esta la enzima principal de carboxilacion de fosfoenolpiruvato, Ppc, y a que no hubo un

efecto positivo del gen clonado.
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En estos experimentos se esperaba formacion de succinato via pckas clonado (un aumento para
la cepa silvestre y una produccién estimable para la triple mutante) debido a que se consumié
eficientemente la fuente de carbono, parte del flujo debié dirigirse hacia la generacion del
metabolito de interés. Sin embargo, los resultados sugieren que el gen clonado no tuvo efecto

positivo alguno.

8.3.6 La triple mutante AG03 transformada con pACYCDuet-1pckas, glpKec, evaluada bajo
condiciones sin aireacion en medio mineral — glicerol - enriquecido, crece lentamente y no

produce succinato.

Se construyo el plasmido pACYCDuet-1/pckas, glpKec, tanto con el gen pckas sintético y con el
original, y se transformaron en la cepa AG03. Con estos experimentos se esperaba un mayor
consumo de glicerol de las cepas a evaluar debido a que ya se contaba con el gen gipK clonado,
y por lo tanto una produccién favorecida de succinato. Se probaron distintas concentraciones de
IPTG (grafico 9 y tabla 17); hasta el momento, solo se habia usado 10 uM debido a que es una
concentracién no téxica para la célula. Como el glicerol no es fuente de carbono preferencial para
E. coli, no se deseaba generar una carga metabdlica a través del IPTG anadido; sin embargo,
pudiendo ser esto la razéon de que el gen pck clonado no tuviera efecto positivo sobre la

produccién de succinato, se probaron otras concentraciones.

E. coli AGO3 pACYCDuet-1/pckas, -~ 10 um E. coli AG03 pACYCDuet-1/pcks,, & 10 M
glpKec (con el gen pckas original) - 50 uum glpKe. (con el gen pckas sintético) =+ 50 uM
-+ 100 pM 100 uM

D.0O.600 nm
f
D.0O.600 nm

o1t +r—T—TTTTTTT T T T 0.1 T T T T T T T T T T

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

a) t(h) b) t (h)

Grafico 9. Crecimiento de las cepas triples mutantes transformadas con el vector pACYCDuet-
1/pckas, glpKe., en medio AM1m-YE-T-Gly bajo condiciones no aireadas. En el panel a) se
presenta las cinéticas de crecimiento con el gen pckas original y en el b) con el gen sintético, a
diferentes concentraciones de IPTG (10, 50 y 100 uM).

IPTG (afhadido al pckas original pckas sintético

inicio del cultivo) u (h") Xeinat (Gocw/L) u () —
10 uM 0.28+0.01 0362002 0.28£0.00 0.40£0.00
50 uM 0.2840.01 0362005 0.280.01 0.37£0.04
100 pM 0.2740.004 03320012 0.28£0.004 0.30:0.06
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En el gréafico 9 se observa un patron de crecimiento similar en todas las cepas. Las velocidades
de crecimiento y la biomasa maxima alcanzada son practicamente iguales para cada
experimento. Esto fue debido a que no hubo un efecto positivo del gen glpK clonado sobre el

consumo de glicerol en las condiciones evaluadas.

En cuanto a metabolitos generados, los resultados de HPLC arrojaron solo una produccion
minima de acetato (alrededor de 1 g/L) para todos los experimentos, por tal razén no se
reportaron en un grafico. No hubo un efecto positivo del gen pck clonado debido a que no se

produjo succinato, aun a diferentes concentraciones de IPTG.

Estos resultados (cinéticas y parametros cinéticos y estequiométricos) son similares a los
reportados en la caracterizacion de la cepa AGO03 sin transformar con los plasmidos en mencion
(PACYCDuet-1pckas, glpKe:, con el gen pck original o sintético) bajo las mismas condiciones
(seccidn 8.3). Sin embargo, los resultados aqui obtenidos no eran esperados. De acuerdo a la
figura 26, a pesar de tener bloqueada la via de GIdA, la principal en la asimilacion de glicerol en
condiciones de fermentacion, se contaba con GlpK en cromosoma y en plasmido. Por lo que se
esperaba que la actividad coordinada de GIpK y Pck incrementaran el consumo de glicerol y la

produccién de succinato.

Figura 26. Metabolismo de glicerol en la cepa AG03 pACYCDuet-
1/pckas, glpKe: en medio AM1m-YE-T-Gly bajo condiciones sin
aireacion. En este esquema, el Unico producto generado, en minimas
cantidades, se encierra en color naranja. Los genes eliminados se sefialan
con una cruz roja; los genes a sobreexpresar se sefialan con una estrella
naranja; la via catalizada por la piruvato deshidrogenasa, codificada por
aceEF, esta inactiva debido a las condiciones no aireadas; y los genes que
codifican para las enzimas respectivas se escriben en cursiva.
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La GIpK cataliza la fosforilacion Mg-ATP dependiente del glicerol a glicerol 3-fosfato. Dicha
reaccion es una etapa limitante en la utilizacién de glicerol (Zwaig et al, 1970), ya que se ha
reportado inhibicién no competitiva por fructosa-1, 6- bifosfato (FBP). A bajas concentraciones de
este compuesto, la enzima puede someterse a una disociacion reversible de sus subunidades,
entre la forma tetramérica y dimérica; la forma dimérica no se une a la FBP (De riel et al., 1978).
Para nuestros experimentos, no tendria que presentarse este problema debido a que no hay
glucosa en el medio, a menos que los aminoacidos gluconeogénicos del extracto de levadura e
hidrolizado de caseina contribuyan de manera significativa en la formacién de glucosa o los
intermediarios fosforilados del glicerol se conviertan en FBP (fig. 27). Sin embargo, las cantidades
usadas del extracto de levadura y triptona de caseina no son elevadas y no tendria que
acumularse FBP si ese fuera el caso, ya que al no haber suficiente fuente de carbono preferencial

hace que el microorganismo lo utilice y no lo acumule.

Medio

Célula Figura 27. Inhibicién de GIpK
por FBF. En la figura FBF:
Gliceroi. — " Glicerol FBF Fructosa-1,6-bifosfato; DHA:
Dihidroxiacetona fosfato; GAP:
Gliceraldehido-3-fosfato. Se
aprecia que los intermediarios
Gipk \\ DHA y GAP pueden convertirse
en FBF e inhibir la enzima GlpK.

Deshidrogenasa
aerobia

—_—
Glicerol 3-P Glicerol 3-P DHA GAP
— —_—

Deshidrogenasa
anaerobia

GIpK, aunque es una via minoritaria en el consumo de glicerol en condiciones anaerobias, es
requerida cuando el glicerol es la unica fuente de carbono y energia, por lo que se sugiere que el
disefio de la estrategia metabdlica en cuanto a la asimilacién del sustrato es correcto. Con esto,
no se desestima el importante papel de GIdA, puesto que es la enzima principal en asimilacion
de glicerol bajo estas condiciones. Con estrategia de este estudio, no se esperaba que el
consumo de glicerol fuera igual que cuando se tiene GIdA, pero si significativo debido al efecto

del gen glpK clonado.

En cuanto al gen pckas, se determind su actividad enzimatica en extractos proteicos provenientes
de algunas muestras de los cultivos de AM1m-YE-T-Gly bajo condiciones sin aireacién. Se usaron
muestras de la cepa AG03 pACYCDuet-1/pckas, glpKe: (con el gen pckas sintético) cuando se usé
10, 50 y 100 uM de IPTG. Se opto por evaluar el gen sintético debido a que, al estar disefado

con el uso optimizado de codones para E. coli, podria presentar mayor actividad.
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Grafico 10. Actividad enzimatica de Pck de A. succinogenes en extractos de la cepa AG03
pACYCDuet-1/pckas, glpKe. (con el gen pck sintético) crecidas en AM1m-YE-T-Gly bajo
condiciones no aireadas. En el panel a) se presentan las actividades enzimaticas del cultivo
que tiene 10 uM de IPTG, b) 50 uM y c) 100 uM de acuerdo a la tabla 15. El tiempo corresponde
al tiempo de muestreo: hora 0, 6, 12, 24, 48 y 72 después de haber inoculado el medio. En el
panel d) se presentan las actividades enzimaticas reportadas por Kim et al. (2004) del mismo
gen expresada en E. coli K-12 a través del vector de expresion pAsPck (con una etiqueta His N-
terminal seguida de un sitio de escision de proteasa TEV) como punto de comparacion.

Los resultados del grafico 10 muestran una actividad enzimatica de menos de 0.1 Ul/mg de
proteina para todas las muestras de los tres experimentos evaluados. Si estos valores se
comparan con los reportados por Kim et al. en 2004, donde determinaron las actividades
enzimaticas de la Pck de A. succinogenes (cuyo gen es original, es decir, sin el uso optimizado
de codones ) expresada en varias cepas de E. coli K-12 a través del vector de expresion pProEx-
1 (Invitrogen, con resistencia a ampicilina y promotor trc), se observa que estan por debajo del
de la cepa silvestre K-12 (que no posee el vector pAsPck o pProEx-1/Pck), concluyendo que no
hay actividad de Pck bajo nuestras condiciones evaluadas. Los resultados obtenidos en esta tesis
fueron comparados con los de estos autores debido a que las condiciones de cultivo empleadas
son parecidas. Ellos cultivaron las cepas en medio minimo suplementado con 9 g/L glucosay 5
g/L de extracto de levadura en viales de suero con tapon de caucho butilico de 125 mL, bajo una
atmésfera de CO: sin agitacién a 37 °C. Las muestras fueron tomadas a las 18 h de cultivo para
K-12, K-12 (pAsPck), K-12 ppc y a las 22 h para K-12 ppc (pAsPck), cuando toda la glucosa se
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agotod, antes de que se empezaran a consumir los productos de fermentacién. Cabe mencionar

que esos cultivos fueron inducidos a una concentracion de 0.6 mM de IPTG.

Como resumen de esta seccion, la cepa caracterizada con el vector que posee ambos genes
clonados, glpKecy pckas (ya sea sintético u original), presenta un metabolismo limitado bajo las
condiciones evaluadas. Se reflejo que no hubo un efecto positivo de dichos genes sobre la fuente
de carbono y produccién del metabolito de interés debido a que no hubo consumo eficiente de

glicerol ni generacion alguna de succinato.

8.3.7 Las cepas AGO3/pACYCDuet-1pckas, glpKec y AGO04/pACYCDuet-1pckas, glpKec
evaluadas bajo condiciones limitantes de oxigeno en medio mineral - glicerol -
enriquecido, presentan un crecimiento rapido, aumentan el consumo de glicerol, pero no

generan succinato.

Se evaluo la cepa E. coli AG03 pACYCDuet-1/pckas, glpKe: (con el gen pckas sintético) en medio
AM1m-YE-T-Gly, bajo condiciones limitantes de oxigeno en reactores de 1.0 L. Debido a que bajo
condiciones no aireadas no se vio una respuesta positiva del gen glpK clonado sobre el consumo
de glicerol, se sugiri6 que la presencia de Oz en el medio, como aceptor final de electrones

(exdgeno), era necesaria.

Las “condiciones limitantes de oxigeno” se obtienen cuando la tasa de alimentacion de este
compuesto se iguala a la tasa de su consumo, de tal forma que no hay oxigeno disponible en el
medio de cultivo. Antes de inocular la cepa a caracterizar, el medio de cultivo se satur6 con el
oxigeno presente en el aire, a una velocidad de aireacion constante (0.1 y/o 0.5 vwvm) y usando
600 rpm de agitacion. Una vez inoculando el microorganismo, el oxigeno inmediatamente
comenzo a consumirse hasta agotarse (después de, aproximadamente, 2 horas) generandose

asi las condiciones limitantes (grafico 11).

Se evaluaron las cepas AG03 y AG04 transformadas con el vector pACYCDuet-1/pckas, glpKe:
(que posee el gen pckas sintético). La cepa AGO03 ya no posee el gen ppc que originalmente usa
para dirigir la fuente de carbono a la produccién de acido succinico. La cepa AG04, ademas de
poseer el genotipo para dirigir la fuente de carbono al producto de interés solo a través del gen
pck clonado (una vez consumida por glpK, también clonado), ya no posee el gen pykF, lo cual
reduciria, hasta cierto punto, la desviacion del sustrato a la formaciéon de otros productos de

fermentacion, tales como el acetato, etanol y/o lactato.

Los resultados obtenidos se presentan en el grafico 11 y en la tabla 18.
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Grafico 11. Caracterizacion cinética de las cepas AG03 y AG04 transformadas con el vector
pPACYCDuet-1/pckas, glpKe:. (con pckas sintético en medio AM1m-YE-T-Gly, bajo condiciones
limitantes de oxigeno. En los incisos a, ¢, e, f) se presenta el crecimiento microbiano en unidades
de D.O. a 600 nm y en los incisos b, d, f, h) se presentan perfil de metabolitos generados, consumo
de glicerol y oxigeno disuelto en el medio de cultivo (en porcentaje). Nota: La escala del oxigeno
disuelto es 1:10.
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*%

Cepal/Condicién en reactor p (h™) Xmax (gocw/L)  Yws* (gceL/gsus) (gsu:lgx-h)
E. coli AG03 pACYCDuet-1/pckAs,glpKec 1.45+0.14
0.1 vvm 0.66+£0.014 0.164+0.02 4.061£0.6
IPTG 10 uM en la fase exponencial En48h
E. coli AG03 pACYCDuet-1/pckAs,glpKec 2.0+0.06
0.5 vwm 0.75+£0.028 0.182+0.007 4.11+0.006
IPTG 10 uM al inicio del cultivo En24h
E. coli AG04 pACYCDuet-1 2.73+0.03
0.5 vwm 0.7144£0.013 0.354+0.002 2.041£0.011
IPTG 10 uM al inicio del cultivo En48h
E. coli AG04 pACYCDuet-1/pckAs,glpKec 2.17+0.04
0.5 vwm 0.73+£0.011 0.182+0.003 4.021+0.0
IPTG 10 uM al inicio del cultivo En24 h

* Yws aparente, parametro global calculado como el incremento en masa celular por fuente de carbono consumida
al alcanzar la fase estacionaria.
** s, consumo especifico calculado para a fase exponencial.

De acuerdo a los resultados, la presencia de Oz en el medio si favorecid el crecimiento
microbiano. Para la cepa AG03 pACYCDuet-1/pckAs, glpKec, a 0.1 vvm, se obtuvo una velocidad
de crecimiento de 0.66 h™', 42% mayor que la obtenida sin aireacion. Se generé mayor biomasa
(1.45 D.O. s00nm) Y S€ consumio toda la fuente de carbono en 48 h de cultivo. Empleando 0.5 vvm,
la y mejoro (0.75 h™'), y se consumio todo el glicerol en la mitad del tiempo (24 h) en comparacion
con el cultivo a 0.1 vvm. En la tabla 18 se observa que los consumos especificos de la fuente de
carbono son similares. Esto se debe a que en el experimento a 0.5 vvm, a pesar que el glicerol

se consumié en menos tiempo, se generé mas biomasa (2.0 D.O. 600 nm).

En el perfil de metabolitos generados por la cepa AG03 pACYCDuet-1/pckAs, glpKe:, no hubo
cambios para ambas velocidades de alimentacion de oxigeno, ya que se formaron los mismos
metabolitos y en aproximadamente las mismas concentraciones. Se generaron mayoritariamente
acido acético y etanol, seguido de formiato y cantidades despreciables de acido succinico. La
unica diferencia fue que para la condicion de 0.5 vvm, el formiato generado se empezd6 a consumir
una vez agotado el glicerol. El analisis de los metabolitos formados sugiere que no hay respuesta
positiva del gen pckas sobre la produccién de succinato, por parte del gen glpK sobre el consumo
de glicerol es posible que si, ya que éste se agoto por completo. Sin embargo, también es posible
que el consumo de la fuente de carbono haya sido solo por causa del gen glpK cromosomal, ya
que en presencia de O el catabolismo del glicerol depende de la expresion de los genes glpK'y

glpD (en el cromosoma) (fig. 28).

Para comprobar lo anterior, que se esta teniendo un efecto positivo del glpK clonado sobre el
consumo de la fuente de carbono, y para promover la formacién de succinato evitando la
generacion de otros metabolitos de fermentacion (como acido acético, etanol y férmico), se
evaluaron las cepas AG04 pACYCDuet-1 (control negativo) y AG04 pACYCDuet-1/pckas, glpKec
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bajo las mismas condiciones de cultivo. Estos resultados también se encuentran en el grafico 11
y tabla 18.

Se observa que la cepa AG04 pACYCDuet-1 consumio lentamente el glicerol, con un consumo
especifico de 2.0 gsus/gxh, y sin agotarlo después de 48 h. En comparacién, la cepa AG04
PACYCDuet-1/pckas, glpKe: consumio los 10 g/L de glicerol en 24 h, con un consumo especifico
de 4.0 gsus/gx-h. Cabe mencionar que en este experimento, después de agotarse el glicerol, la
cepa continué creciendo y empezd a consumir algunos metabolitos producidos, como etanol y
formiato. Esto pudo deberse a dos razones. En el trabajo de James et al., (2018) encontraron que
E. coli es incapaz de consumir acetato en un ambiente ligeramente acido, alrededor de pH 6.0
(los cultivos del presente trabajo se llevaron a cabo a pH 6.3), debido a que se reduce la
transcripcion de genes encargados de su metabolismo, como los del ciclo de Krebs y del
glioxilato. También reportaron que la via Pta-AckA reduce el consumo de acetato a ese pH. La
via de Acs (acetil-coA sintetasa) puede consumir acetato, pero lo hace a concentraciones muy
bajas (<7 mM).

En cuanto al perfil de metabolitos, para la cepa AG04 pACYCDuet-1 se formé principalmente
acetato y cantidades minimas de etanol, formiato y succinato. Un perfil de productos similar al de
las cepas mutantes evaluadas en la seccidén 8.3.4 que no poseen ningun vector de expresion.
Aunque en dichas mutantes solo se formo acético, con la cepa AG04 pACYCDuet-1 la formaciéon

de etanol, formiato y succinato fue despreciable.

Para la cepa AG04 pACYCDuet-1/pckas,glpKe: se formaron mayoritariamente acido acético y

etanol, seguido de formiato y cantidades despreciables de succinato.

De acuerdo a lo anterior, es evidente que si hubo una respuesta positiva por parte del gen glpKe:
clonado sobre el consumo de glicerol en la cepa AG04 pACYCDuet-1/pckas,glpKe: bajo
condiciones de limitacion de oxigeno. Sin embargo, no se vio un efecto positivo del gen pck sobre
la produccion de acido succinico, aun cuando esta cepa tiene el gen pykF eliminado que, hasta
cierto, punto evitaria la desviacion de la fuente de carbono a la generacién de otros metabolitos

de fermentacion.

Se realizaron ensayos de actividad enzimatica de la Pck (fosfoenolpiruvato carboxicinasa) para
algunos tiempos de muestreo, tanto de las cinéticas con la cepa AG03 pACYCDuet-1/pckAs,
glpKe:, como de las realizadas con AG04 pACYCDuet-1 y AG04 pACYCDuet-1/pckAs, glpKee.

Los resultados se presentan en el grafico 12.

Los resultados reflejan que no hay actividad Pck en las muestras evaluadas, ya que si se
comparan con los obtenidos por Kim et al. en 2004, quienes determinaron las actividades
78



enzimaticas de Pck de A. succinogenes expresada en varias cepas de E. coli K-12 a través del
vector de expresion pAsPck, la mayoria esta cerca o por debajo del valor de la cepa K-12 (3.1
Ul/mg proteina) que no posee dicho vector. Otros valores estan muy cercanos a los de la cepa
K-12 ppc (1.3 Ul/mg proteina) que solo posee el gen de la Pck nativo, que en E. coli es

gluconeogénico.

a) - b) ,.
a) AG03 pACYCDuet-1/pckAs, glpKec: (0.1 vvm)
s g b) AG03 pACYCDuet-1/pckAs, glpKe: (0.5 vvm)
5 27 e 21 ¢) AG04 pACYCDuet-1/pckAs, glpKec (0.1 vvm)
2 g d) AG04 pACYCDuet-1/pckAs, glpKec: (0.5 vvm)
Q
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Grafico 12. Actividad enzimatica de Pck de A. succinogenes en extractos de la cepa AG03 pACYCDuet-1/pckas,
glpKe: y AG04 pACYCDuet-1/pckas, glpKe: (ambas con el gen pckas sintético) crecidas en medio AM1m-YE-T-Gly,
bajo condiciones limitantes de oxigeno. En la tabla que esta en la parte inferior derecha se presentan las actividades
enzimaticas de Pck de A. succinogenes reportadas por Kim et al. (2004) expresada en cepas de E. coli K-12 a través
del vector de expresion pAsPck (con una etiqueta His N-terminal seguida de un sitio de escision de proteasa TEV) para
la comparacién de los resultados obtenidos.

Figura 28. Metabolismo de
glicerol en la cepa AGO03 y
AG04 transformadas con
pACYCDuet-1/pckas, gIpKe: en
medio AM1m-YE-T-Gly bajo
condiciones limitantes de
oxigeno. Los genes eliminados
se sefialan con una cruz roja; los
genes a sobreexpresados se
’ sefalan con una estrella naranja;
y los genes que codifican para
las enzimas respectivas se
)( 3 escriben en cursiva. La cepa
4 AGO03 tiene los genes 1-3
eliminados, y la cepa AG04 los
’ genes 1-4.

P
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De acuerdo a la fig. 28 y centrandonos en la cepa AG03 pACYCDuet-1/pckas, glpKec, se observa
que hasta el fosfoenolpiruvato solo se forma una molécula de NADH; sin embargo, durante la
formacion de etanol se necesitan dos, por lo que este costo no se pudo suplir de la misma forma
que la cepa silvestre MG1655 (DE3) lo hizo, cuando generd hasta 8.4 g/L de etanol (en el mismo
medio, bajo condiciones sin aireacion). Por lo que la fuente de carbono proveniente del acetil-

Coa se dividio, formandose también acetato.

Cabe mencionar que el acetato producido no solo se formé via pfiIB-ackA-pta, sino también por

via poxB (piruvato oxidasa) a partir de piruvato, debido a que:

1) Bajo condiciones limitantes de oxigeno el nivel de proteinas PFL es disminuido, por lo que sola

esta enzima no pudo soportar la sintesis de todo el acetato generado (Sawers and Clark, 2004).

2) PoxB se considera la via principal de formaciéon de acetato en fase estacionaria bajo
condiciones aerobias. Aunque en este estudio las condiciones fueron microaerobias, esta enzima

si pudo tener alguna participacion (Dittrich, 2005).

3) Se formé muy poco formiato (y, posteriormente, etanol), sugiriendo que no se formd suficiente

acetil-CoA, precursor de acetato, via PFL.

3) Si la via poxB no estuviera encendida, el piruvato metabolizado estaria sostenido
principalmente por el complejo PDH, generandose poder reductor suficiente para formar mas
etanol, lo cual no sucedi6. Cabe mencionar que el complejo de la piruvato deshidrogenasa
(aceEF) si esta activo aun en condiciones de limitacion de oxigeno, pero contribuyendo de forma
minima en la formacion de NADH y acetil-CoA (Cassey et al., 1998; Utrilla et al., 2009).

En el caso de la cepa AG04 pACYCDuet-1/pckas, glpKe:, asumiendo que no se tuvo actividad
enzimatica de Pck clonado, es coherente que el fosfoenolpiruvato formado se haya dirigido a la
formacion de otros metabolitos de fermentacién. Para esta cepa se formé acetato, principalmente,
seguido de etanol y formiato. A diferencia del control negativo, la cepa AG04 pACYCDuet-1 no
produjo etanol. Al no poseer el gen glpK no se consumioé de manera eficiente el glicerol, por lo
que no hubo suficiente poder reductor para suplir una sintesis significativa de etanol, generandose

principalmente acetato.

Con todo lo anterior, hay dos evidencias que muestran que el gen glpK clonado si se expresé
bajo condiciones limitantes de oxigeno: 1) por el consumo rapido de glicerol, 2) por el perfil de

metabolitos generados.

Por otra parte, en los experimentos bajo limitacién de oxigeno se distinguen dos fases durante el

cultivo. Una fase aerobia con una disminucidn constante de la tension de oxigeno disuelto, que
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ocurre muy rapido (entre las 0 a 2 h); y otra fase de limitacién de oxigeno, donde la concentracién
de oxigeno disuelto se mantiene en cero, tal como se reporta en la literatura (Durnin et al., 2009).
Por lo que el flujo de la fuente de carbono hacia el ciclo de Krebs es minimo, asi como la

fosforilacion oxidativa (Jain et al., 2015).

En condiciones de limitacion de oxigeno se favorece mas la produccién de compuestos reducidos
debido a que gran parte de la fuente de carbono no se destina al crecimiento o a moléculas de
CO2, como ocurriria en condiciones aerobias donde se pierde una cantidad significativa de
carbono en biomasa y CO- a través del ciclo de Krebs (Yang et al., 2014; Jain et al., 2015). De
acuerdo a esto, se observa que en los experimentos de esta seccién si se favorecid la
acumulacion de metabolitos reducidos. Entre el 60-85 % de la fuente de carbono se destind para
los productos de fermentacion, el resto se fue a biomasa y CO,. Cabe mencionar que estos
porcentajes son aparentes ya que también esta la contribucion de los compuestos de carbono del

extracto de levadura e hidrolizado de caseina.

Con los resultados observados en estos experimentos, se concluye que bajo condiciones
limitantes de oxigeno se favorece el metabolismo del glicerol, reflejado no solamente en el
consumo especifico de las cepas sino también en la velocidad de crecimiento obtenida, en la
biomasa generada y en la mezcla de productos de fermentacion. Y es que el papel que el oxigeno
desempena como aceptor final de electrones es muy importante, ya que permite mantener el
balance redox y obtener la mayor cantidad de energia necesaria para los procesos celulares,

principalmente del crecimiento (Wong et al., 2014).

8.3.8 La produccién de succinato no se ve favorecida al usar el vector pLoxGentrcpck,
cuyo gen pck es nativo de E. coli, en la cepa AG04; ni cuando se usa este vector o el
pPACYCDuet-1/pckas en la cepa BL21 (DE3), en medio AM1m-YE-T-Gly bajo condiciones

limitantes de oxigeno.

Se llevo a cabo la caracterizacion cinética de las cepas E. coli AG04 pLoxGentrcpck, E. coli BL21
(DE3) pLoxGentrcpck y E. coli BL21 (DE3) pACYCDuet-1/pckas (gen sintético) en medio AM1m-
YE-T-Gly, bajo condiciones limitantes de oxigeno, en reactor de 1.0 L a 0.5 vvm.

El plasmido pLoxGentrcpck inducible por IPTG, construido por Martinez Valenzuela en 2018,
posee el gen pck de E. coli. En esta seccion se probo en la cepa AG04 con el objetivo de favorecer
la produccion de succinato y comparar los resultados con los obtenidos cuando se uso6 el gen
heterélogo (de A. succinogenes).

Los plasmidos pLoxGentrcpck y pACYCDuet-1/pckas también se evaluaron en la cepa BL21
(DE3), que posee el gen T7 RNA polimerasa y permite la expresion recombinante de genes bajo

el control de promotores T7, con el objetivo de comparar el comportamiento de ambas enzimas
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Pck (de A. succinogenesy de E. coli) sobre la produccion de acido succinico en una cepa distinta
a MG1655 (DE3) y corroborar si la falta de actividad tiene que ver el fondo genético o no.
Las graficas de crecimiento, perfil de metabolitos y parametros cinéticos y estequiométricos se

encuentran en el grafico 13 y tabla 19.
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Grafico 13. Caracterizacion cinética de las cepas AG04 y BL21 (DE3) transformadas con el vector
pLoxGentrcpck y la cepa BL21 (DE3) transformada con el vector pACYCDuet-1/pckss, (con pckas
sintético) en medio AM1m-YE-T-Gly, bajo condiciones limitantes de oxigeno. En los incisos a, c, e, f) se
presenta el crecimiento microbiano en unidades de D.O. a 600 nm y en los incisos b, d, f, h) se presentan
perfil de metabolitos generados, consumo de glicerol y oxigeno disuelto en el medio de cultivo (en porcentaje).
Nota: La escala del oxigeno disuelto es 1:10.
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*%

Cepal/Condicion en reactor u (h) Xmax (gpcw/L)  Yxis* (gceL/gsus) (gSUqu/gx'h)
E. coli AG04 pLoxGentrcpck 2.65+0.003
0.5 vwm 0.57+0.042 0.31£0.005 1.89+0.11
10 uM IPTG al inicio del cultivo En48h
E. coli BL21 (DE3) pLoxGentrcpck 3.16+0.0
0.5 vvm 0.74+0.001 0.316+0.005 2.36+0.04
10 uM IPTG al inicio del cultivo En48h
E. coli BL21 (DE3) pACYCDuet-1/pckas 2.03£0.11
0.5 vvm 0.66+0.06 0.19+0.016 3.47+0.008

10 uM IPTG al inicio del cultivo En30h

* Yws aparente, parametro global calculado como el incremento en masa celular por fuente de carbono consumida
al alcanzar la fase estacionaria.
** s, consumo especifico calculado para a fase exponencial.

Para la cepa E. coli AG04 pLoxGentrcpck se observa que el glicerol no se consumio en su
totalidad, lo cual es debido a la falta del gen glpKe: clonado. El consumo especifico de esta cepa
(1.89 gsus/gx-h) y su perfil de metabolitos fue muy similar al de la cepa AG04 pACYCDuet-1 de la
seccion anterior (grafico 13, inciso f), 2.0 gsus/gxh, que tampoco posee el gen glpKe. clonado. Se
produjeron altas concentraciones de acetato, y cantidades minimas de etanol, succinato y
formiato. Parte del acetato producido, como ya se comentd, fue por la actividad de PoxB que,
pese a ser la principal enzima formadora de acetato en fase estacionaria bajo condiciones
aerobias, si tiene participacion bajo condiciones limitantes de oxigeno (Dittrich, 2005). Como no
se generd suficiente poder reductor, debido a que no hubo una eficiente asimilacién de glicerol,

no se formaron cantidades considerables de etanol.

A pesar de usar el vector pLoxGentrcpck que posee el gen pck nativo, no hubo formacién de
succinato. Los resultados en el grafico 14 muestran que tampoco hubo actividad enzimatica con
esta enzima, ya que los valores obtenidos para algunos tiempos de muestreo siguen estando por

debajo de los obtenidos por Kim et al. (2004).

En las cepas BL21 (DE3), transformadas ya sea con pLoxGentrcpck o pACYCDuet-1/pckas (gen
sintético), si se produjo succinato (alrededor de 2 g/L), pero en las mismas cantidades de la cepa
MG1655 (DE3) en medio AM1 modificado con o sin los componentes del medio LB, bajo
condiciones no aireadas. También se determinaron las actividades de ambas enzimas para estas

cepas, encontrandose que no hay actividad fosfoenolpiruvato carboxicinasa (grafico 14).
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Grafico 14. Actividad enzimatica de la Pck en extractos de las cepas AG04 y BL21 (DE3) transformadas con el
vector pLoxGentrcpck y de la cepa BL21 (DE3) transformada con el vector pACYCDuet-1/pckas, (con pckas
sintético) crecidas en medio AM1m-YE-T-Gly, bajo condiciones limitantes de oxigeno. En la tabla que esta en la
parte inferior derecha se presentan las actividades enzimaticas de Pck de A. succinogenes reportadas por Kim et al.
(2004) expresada en cepas de E. coli K-12 a través del vector de expresion pAsPck (con una etiqueta His N-terminal
seguida de un sitio de escision de proteasa TEV) para la comparacion de los resultados obtenidos.

Con respecto al consumo de glicerol de la cepa BL21 (DE3) pACYCDuet-1/pckas, se observa un
consumo especifico de 3.47 gsus/gx h; la fuente de carbono se agoté a las 30 h de cultivo. Sin
embargo, si se compara este consumo con el de las cepas AG03 pACYCDuet-1/pckas, glpKecy
AGO04/pACYCDuet-1pckas, glpKee (4.11 y 4.2 gsus/gx-h, respectivamente), el de éstas es mas
eficiente, aun cuando son cepas que tienen tres o cuatro genes eliminados. Se confirma entonces

que el gen glpK en el vector pACYCDuet-1 si tuvo un efecto positivo sobre este parametro.

En cuanto al perfil de productos de fermentacién para esta cepa (BL21 (DE3) pACYCDuet-
1/pckas), se formaron etanol y acetato, casi en la misma proporcion que succinato. Si se compara
esta produccion con la generada por la cepa silvestre MG1655 (DE3) en medio AM1m-YE-T-Gly,
bajo condiciones no aireadas (grafico 4), si hay diferencia, en esta ultima se form6 mas etanol. El
poder reductor generado por la cepa MG1655 (DE3) en condiciones sin aireacion no es el mismo
que el generado por BL21 (DE3) pACYCDuet-1/pckas bajo condiciones limitantes de oxigeno (fig.
29). En esta ultima se tuvo menos activa la via GIdA-DhaKLM (donde se forma un NADH), debido
a que es una ruta anaerobia. Aunque las condiciones de limitacidon de oxigeno no apagan por
completo a estas enzimas, menos glicerol es metabolizado por ellas. De ahi que no se formara

tanto etanol.

Cabe mencionar que por ser una cepa silvestre, en BL21 (DE3) pACYCDuet-1/pckas bajo
condiciones limitantes de oxigeno, el consumo de glicerol también se llevo a cabo por la via GlpK-

glpD, es decir, por la ruta aerobia.
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Se observa que una vez agotado el glicerol se empieza a consumir succinato, etanol y acetato.
En el caso del acetato, puede consumirse a través de Pta-AckA, que aunque en condiciones de
pH acido esta via esta restringida (James et al., 2018), la distribucion de energia en la cepa
silvestre puede hacer posible su reversibilidad (ya que en esa direccion se gasta una molécula
de ATP).

En la cepa BL21 (DE3) pLoxGentrcpck, el consumo de glicerol fue menor (2.36 gsus/gx-h) que
cuando se uso el vector pACYCDuet-1/pckas (3.47 gsus/gx-h). El perfil de metabolitos formado
también fue diferente (grafico 13, inciso d). Se formaron acetato, succinato y lactato en las mismas
proporciones (cuando la fuente de carbono recién se habia agotado). Y al final del cultivo se formé
mayoritariamente acetato. Es curioso encontrar lactato en este experimento, en lugar de etanol
en la cepa BL21 (DE3) pACYCDuet-1/pckas, si lo Unico que cambia es el vector usado. Ademas,
durante este estudio, en los Unicos experimentos donde se produjo lactato fue cuando se usé
glucosa como fuente de carbono. Este caso puede deberse a una diferencia en la distribucién del
poder reductor por la participacién de las dos vias, aerobia y anaerobia, en el consumo de glicerol

ocasionado que se intercambiara la produccién de etanol por lactato (fig. 29).

Lado
aerobio

Lado
anaerobio

Figura 29. Metabolismo de glicerol en las cepas AG04 y BL21 (DE3)
transformadas con el vector pLoxGentrcpck y la cepa BL21 (DE3)
transformada con el vector pACYCDuet-1/pckas, (con pckas sintético)
en medio AM1m-YE-T-Gly, bajo condiciones limitantes de oxigeno. El
gen a sobreexpresar se sefiala con una estrella naranja; y los genes que
codifican para las enzimas respectivas se escriben en cursiva.
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En esta seccion se empled el vector pLoxGentrcpck como alternativa para la produccion de
succinato en la cepa AG04, en vista de que el gen que posee codifica para la Pck nativa. Sin
embargo, esta enzima no presentd actividad, por lo que no se favorecio la produccién de dicho
metabolito. Usando una cepa distinta a MG1655 (DE3), es decir, la cepa BL21 (DE3), se generd

el mismo comportamiento, no hubo actividad Pck.

Para elucidar lo que esta ocurriendo con la falta de actividad de la enzima Pck de A. succinogenes
y/o de E. coli clonada, bajo las condiciones empleadas, se proponen realizar estudios de
transcripcion o de expresion proteica, ya que problemas en estos procesos pueden ser la razén
de la falta de actividad. Por cuestiones practicas, se optd por comprobar la funcionalidad de la

proteina a través de su actividad enzimatica, sin observar su transcripcién o expresion.

Cuando se sintetizan genes heterdlogos con el uso optimizado de codones para E. coli, aun
pueden presentarse problemas en la proteina si no hay una armonizacién de los mismos, es decir,
puede ser que la proteina se esté traduciendo rapidamente, pero no plegando adecuadamente,
por lo que al final no es funcional. La armonizacién es muy importante, ya que permite el correcto
plegado proteico incorporando codones raros en ciertas regiones que generan pausas
estratégicas durante el proceso. Sin embargo, la empresa GENEWIZ, optimiza y armoniza al

mismo tiempo los genes que sintetiza, por lo que esta posibilidad se descarta.

Otro factor que pudo contribuir en los resultados obtenidos fue la falta de control en la
disponibilidad de CO,, ya que este sustrato juega un papel importante en la produccion de

succinato.

Los niveles de CO: pueden regular la via Pck durante la produccion de succinato en A.
succinogenes (Van et al., 1997; Xi et al, 2011). Wang et al. en 2009 demostraron que en E. coli
el uso de HCOgs, en forma de MgCOs; y NaHCOs3 (hasta en una concentracién de 10 g/L en el

medio) puede incrementar la actividad de la Pck en la produccion de succinato.

Zou et al. en 2011 evaluaron el efecto del MgCO3s como fuente adicional de CO, sobre la
produccién de succinato en A. succinogenes ATCC 55618, encontrando que la combinacién de
una fuente gaseosa de CO; en el medio y una concentracién elevada de MgCO3 tiene un efecto
positivo sobre la produccion del metabolito. Ellos argumentan que la importancia de generar un
ambiente 6ptimo para la Pck recae en que cuando ésta presenta elevada actividad enzimatica,
inhibe competitivamente a enzimas clave como la piruvato formato liasa, lactato deshidrogenasa
y etanol deshidrogenasa. Aunque en la mayoria de los estudios sobre produccion de acido

succinico con E. coli se emplea NaHCO3; como fuente de CO», seria interesante conocer como
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afecta el uso de una sal diferente, como MgCOs3;, en su metabolismo bajo las condiciones

empleadas en este trabajo.

Cabe mencionar que en este trabajo no se control6 la disponibilidad de CO- en el medio. Si bien
durante el metabolismo de E. coli se generd CO; a partir del formiato por la hidrogeno formato
liasa, éste pudo no ser suficiente para favorecer la actividad de Pck. Y es que muchos estudios
se observa el uso de una fuente gaseosa de CO; y/o altas concentraciones de NaHCOs; (de hasta

10 g/L), cuando en el presente solo se emple6 una concentracion maxima de 4 g/L.

8.3.9 Otras consideraciones en el metabolismo de glicerol para la produccién de acido

succinico.

A lo largo de este estudio, queda claro que el metabolismo del glicerol bajo condiciones sin
aireacion es lento. Se confirma que se requiere la presencia de un aceptor final de electrones
como nitrato o fumarato si se quiere trabajar en un ambiente anaerobio o, de lo contrario, hay un
crecimiento celular pobre, un bajo titulo de succinato, asi como una baja productividad. Esto
debido, principalmente, a un desbalance redox, el cual puede prevalecer aun si el medio de cultivo
se suplementa con componentes complejos que ayuden a incrementar el crecimiento celular (Lee
et al., 2001). Sin embargo, hay otro problema importante detras de la fermentacion anaerobia de
glicerol para la generacion de succinato, y es el suministro de energia. Tanto el crecimiento como

la exportacion de succinato son procesos que demandan de este recurso.

Cuando el succinato generado no puede ser metabolizado, la célula debe excretarlo. A medida
que aumenta la produccién de succinato, la energia requerida para su exportacién es mayor (Yu
et al., 2019).

Recientemente se report6 la importancia del suministro de energia cuando se emplea la via GlpK-
GIpABC para dirigir el flujo de carbono a la formacién de succinato. A pesar de ser una ruta con
balance redox neutro debido a que las moléculas de NADH y QH. generadas se consumen en la
formacion del compuesto, eso no es suficiente para soportar un buen crecimiento celular y una
buena produccion de succinato, ya que se sabe que por cada molécula de succinato exportado
fuera de la célula se exportan dos H* para mantener el balance de carga celular, esto a través del
acarreador DcuC codificado por el gen dcuC (Janausch et al., 2002), y que para esto se requieren
0.5 ATP, es decir, un radio termodinamico H*/ATP de 4 (Steigmiller et al., 2008). Por lo que la
energia producida en forma de NADH usando la via GlpK-GIpABC puede no ser suficiente para

soportar un buen crecimiento y una alta productividad de succinato.

Yu et al. en 2019, desarrollaron una estrategia donde generaron una fuerza protdn-motriz extra,
ademas de un balance redox y la generacion de un ATP por succinato producido, a partir de
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glicerol en condiciones anaerobias. Usando la cepa E. coli ATCC 8739 y la via GIdA-DhaKLM,
optaron por el uso de una enzima dihidroxiacetona cinasa heterdloga (de Klebsiella pneumoniae
1033) dependiente de ATP para la fosforilacion de dihidroxiacetona. Esto fue con dos objetivos
principales: 1) evitar la desviacion de la fuente de carbono que ocurria con la enzima DhaK nativa
dependiente de PEP y 2) producir dos moléculas de NADH, y no una, durante la metabolizacion
de glicerol, generandose asi una fuerza protén motriz adicional, ya que cuando se transfieren los
electrones de un NADH a la menaquinona (catalizada por NDH-1) se bombean 4 protones, los
cuales son indispensables para procesos metabdlicos de crecimiento y exportacion. Teniendo asi

la siguiente ecuacion neta: 1 glicerol + CO2 > 1 succinato + 1 ATP + 4 H* (fig. 30).

Figura 30. Metabolismo de
glicerol que genera una fuerza
proton-motriz adicional, como
energia adicional para el

crecimiento celular y
exportacion de succinato.
{ J Estrategia implementada por Yu

et al., (2019) para favorecer la
produccién de succinato. El
punto rojo sefala la modificacion
genética mas relevante que se
realiz6: el wuso de DhaK
heter6loga dependiente de ATP
en la fosforilacion de
dihidroxicetona.

Fuente: Yu et al., 2019.

Usaron la cepa YY-GS004 (ATCC 8739 Aptsl, AldhA, ApflB, Ppck*, AglpK, AdhaKLM::M1-93-
RBSL-4-dhaK) que tiene una mutacién puntual en el promotor de pck (se cambié la G de la
posicion 64 con respecto al codon de inicio ATG por A) para que éste se use como mecanismo
principal de carboxilacién de PEP y, como ya se comento, tiene sustituido el gen dhaK nativo por
el de Klebsiella pneumoniae 1033 cuya enzima dihidroxiacetona cinasa es dependiente de ATP
(en la fosforilacion de dihidroxiacetona). Bajo condiciones anaerobias en medio mineral AM1
suplementado con 60 g/L de glicerol, 10 g/L de triptona de caseina y 5 g/L de extracto de levadura,
50 mM de NaHCOs3, a 37 °C, pH 7 y 150 rpm, estos autores encontraron un titulo de 57 g/L de
succinato, 282% mas de la producida con la cepa Suc-T110 (14.9 g/L), que usa una estrategia
similar a la de esta tesis, con un rendimiento de 0.92 molsuc / molaLy, y una pequena formacion
de acetato. Ellos también encontraron altos contenidos de ATP intracelular en la cepa YY-GS004,
el cual se fue consumiendo a medida que la cepa fue creciendo y acumulando succinato,

confirmando que un suministro adicional de energia es favorable.
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Con lo anterior, se demostré que la falta de suministro de energia puede ser un problema
importante durante la fermentacion anaerobia de glicerol para la produccion de succinato.
Normalmente se desea disefar una estrategia metabdlica con balance redox neutro, cuyo nimero
de moléculas reducidas que se generan sean las mismas que se oxidan; sin embargo, no siempre

es ventajoso para la célula en la produccion de un metabolito de interés.

Por otro lado, se ha visto que en varios trabajos cuyo objetivo es producir succinato a partir de
glicerol bajo condiciones anaerobias, los resultados obtenidos dependen de la cepa de E. coli
silvestre de cual se parte. Por ejemplo, Zhang et al. (2010), Yu et al. (2014), Jantama et al. (2007)
y otros mas, han usado la cepa E. coli ATCC8739 reportando un mejor crecimiento celular y
produccion de succinato. E. coli ATCC8739, con el uso de diversas estrategias de ingenieria
metabdlica, es la cepa que mayor concentracién de succinato ha llegado a producir (hasta 73 g/L)
después de 120 h de incubacion en medio mineral AM1, suplementado con 100 g/L glucosa, 10
g/L KHCOs, en fermentacion anaerobia por lote, con pH controlado con 1:1 de KOH 6 M + KoCOs3
3 M (Jantama et al., 2008); por lo que se ha convertido en una buena candidata para los estudios
con glicerol. Se desconoce la razén exacta del por qué, aparentemente, E. coli ATCC 8739 podria
ser mejor candidata que MG1655 (DE3) para la produccidon de succinato a partir de glicerol, ya
que si se comparan, entre ellas, las secuencias de los genes involucrados en la presente
estrategia metabdlica (pck, gldA, ppc, glpK, pykF), éstos poseen un porcentaje de identidad de
99-100% (NCBI, National Center for Biotechnology Information).

También hay otras cepas que se han empleado para ese mismo fin, como E. coli AFP111, E. coli
B (ATCC 11303) (Ma et al., 2015; Dharmadi et al., 2006) o E. coli MG1655 (DE3) (Blankschien et
al., 2010; Dharmadi et al., 2006), pero cuando se caracterizan en medios minerales con glicerol
como fuente Unica de carbono, éstos no solo se han suplementado con triptona de caseina o
extracto de levadura sino también con nitrato, fumarato o selenitos (Hu & Wood, 2010; Durnin et
al., 2008). Por lo que se concluye que el fondo genético empleado tiene importancia sobre la
fermentacion de glicerol y produccién de succinato, y determina los componentes del medio de

cultivo sobre el cual se llevan a cabo estos procesos.

Es muy claro que la disponibilidad y distribucion del poder reductor, asi como de la energia en
forma de ATP, son muy importantes sobre el crecimiento celular y perfil de metabolitos generados
en glicerol. Se ha observado que no siempre se consideran las vias gluconeogénicas, como el
de las pentosas fosfatos (PP), para estos propésitos. Solo se trabajan con aquellos genes que
estan directamente relacionados con la entrada del glicerol a la célula o con la produccion del
metabolito de interés. Es importante resaltar que valdria la pena considerar un escenario

metabdlico mas amplio. Se habla de la via PP porque genera compuestos carbonados y poder
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reductor para distintos fines, y puede que bajo condiciones anaerobias esté limitada
contribuyendo a un metabolismo lento del glicerol. Sin embargo, aumentar el flujo del glicerol a
través de ella, para que el microorganismo presente un mejor crecimiento, podria tener
desventajas. Una de ellas seria que la fuente de carbono se desvie de la formacion del metabolito
de interés. Por otra parte, también se podrian considerar el aumento y distribucion de la
dihidroxiacetona fosfato (DHAP), el cual es un intermediario importante en el metabolismo de
glicerol y precursor de metabolitos gluconeogénicos como fructosa-6-fosfato, glucosa-6-fosfato y
de la via de PP. En este contexto, las enzimas como fructosa bifosfato aldolasa, fructosa 1,6-
bifosfatasa y fosfoglucosa isomerasa pueden ser blancos interesantes en el estudio del

catabolismo del glicerol (Romeo & Snoep, 2005; Durnin et al., 2008).

En cuanto a la regulacién de los genes involucrados en el consumo del glicerol, al menos bajo
las condiciones estudiadas, solo tiene impacto la presencia o ausencia de un aceptor de
electrones, que permita regenerar el poder reductor. El catabolismo del glicerol y glicerol 3-fosfato
es mediado por los componentes del reguldn glp. Los genes glp estan organizados en tres
operones principales (Schweizer et al,. 1985). El operdon glpK-glpF codifica para la enzima
citoplasmatica GlpK (glicerol cinasa) y para la permeasa GlpF, el operén glpAB-gip T codifica para
la glicerol fosfato deshidrogenasa anaerobia y para el sistema de transporte de glicerol-3-fosfato,
y el operdn glpD-glIpR codifica para la glicerol fosfato deshidrogenasa aerobia y para el represor
glpR. Cada uno de estos operones esta regulado negativamente por GIpR (en ausencia de
glicerol, éste se une a los operones), mientras que el inductor para el sistema es el glicerol 3-
fosfato o AMP ciclico. Los operones presentan diferente sensibilidad por el represor GIpR, siendo
el mas sensible el operén gipD; sin embargo, éste ultimo, junto con el operon gipA-gipB son
controlados de manera importante por la presencia o ausencia de oxigeno. Por lo que la presencia

de un aceptor final de electrones si es necesario si se desea un metabolismo rapido de glicerol.
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9. CONCLUSIONES

E. coli MG1655 (DE3) presenta un metabolismo lento en glicerol como fuente unica de
carbono (con una p de 0.038 h'") con respecto a glucosa (con una p de 0.31 h'') en medio
mineral bajo condiciones no aireadas.
E. coli puede fermentar glicerol, una molécula mas reducida que glucosa, bajo condiciones
no aireadas en medio minimo de una manera pH-dependiente (a pH 6.3) sin la necesidad de
la presencia de un aceptor de electrones exégeno (como fumarato), pero su metabolismo
sigue siendo lento.
En condiciones sin aireacion, el uso de KCI en el medio mineral - glicerol, evita la formacion
de acido succinico en la cepa MG1655 (DE3), pero permite una elevada produccion de etanol
con un rendimiento molar de 0.75. Adicionalmente, el crecimiento de la cepa silvestre y la
produccion de etanol también se ven favorecidos en medio mineral — glicerol — enriquecido.
La eliminacion de la glicerol deshidrogenasa, GIdA, principal enzima de asimilacién de glicerol
en condiciones anaerdbicas, provoca un crecimiento lento y una produccién Unica vy
minoritaria de acetato en medio mineral — glicerol — enriquecido.
Bajo condiciones sin aireacién y usando glicerol como fuente de carbono, la mutante MG1655
DE3 AgldA::FRT, Appc::FRT, Apck::FRT-Km-FRT (AG03), expresando en plasmido los genes
que codifican para la glicerol cinasa homologa (glpKe:) y la fosfoenolpiruvato carboxicinasa
de A. succinogenes (pckas), crece muy lento y no produce succinato, aun induciendo con
diferentes concentraciones de IPTG (10, 50 y 100 pM).
Bajo condiciones limitantes de oxigeno, las cepas AGO03/pACYCDuet-1pckas, glpKe: y
AGO04/pACYCDuet-1pckas, glpKe: (con el gen pckas sintético) en medio mineral - glicerol -
enriquecido, presentan un crecimiento rapido, aumentan el consumo de glicerol, pero no
generan succinato. Estos datos indican que la GIpK es funcional en las condiciones
evaluadas, pero, soportado por ensayos in vitro, la Pck no lo es, debido a que no se tiene
actividad enzimatica intracelular de Pck para lograr un metabolismo eficiente de
fosfoenolpiruvato a oxalacetato.
La produccion de succinato no se ve favorecida al usar el vector de expresion inducible
pLoxGentrcpck, cuyo gen pck es nativo, en la cepa AG04 (AG03 ApykF); ni cuando se usa
este vector o el de pACYCDuet-1/pckas (con el gen pckas sintético) en una cepa distinta de E.
coli MG1655 (DE3), BL21 (DE3), en medio mineral - glicerol - enriquecido bajo condiciones
limitantes de oxigeno.
La presencia de oxigeno es importante para el consumo eficiente de glicerol, ya que permite
regenerar el poder reductor empleado en las primeras reacciones de su metabolismo vy el
suministro de energia.
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La hipotesis planteada para este proyecto es rechazada, ya que con la sobreexpresion de los
genes glpKe: y pckas Y la eliminacién de los genes gldA, ppc y pykF en E. coli MG1655 (DE3)

en condiciones sin aireacion no se favorece la produccion de acido succinico.

10. PROSPECTIVAS

De acuerdo a los resultados obtenidos con la cepa silvestre MG1655 (DE3) con glicerol en
medio mineral suplementado con KCI, bajo condiciones no aireadas, se sugiere desarrollar
estrategias de ingenieria metabdlica y de cultivo para evaluar e incrementar el rendimiento de
etanol.

A partir de la cepa MG1655 (DE3) cultivada en medio mineral — glicerol (sin KCI), y en ese
mismo medio pero enriquecido con los componentes del medio LB, aprovechar la capacidad
que posee en la generacion de acido férmico para co-producir H, y etanol.

Bloguear las vias de formacion de acetato, como poxB o pta-ackA, para evitar su acumulacion
y favorecer la produccion de succinato o etanol bajo condiciones limitantes de oxigeno.
Estudiar el metabolismo del glicerol y la produccién de acido succinico en condiciones no
aireadas usando otros fondos genéticos de E. coli. Una buena candidata seria la cepa ATCC
8739, ya que es la que mas succinato ha producido a partir de glucosa y que otros grupos de
trabajo han utilizado para estudios en glicerol logrando una mejor produccion de succinato en
comparacion con MG16655.

Estudiar a fondo el metabolismo del glicerol bajo condiciones sin aireacién tomando en cuenta
las enzimas que estan directamente relacionadas con la distribucién de la dihidroxiacetona
fosfato, las cuales son gluconeogénicas, debido a que 1) esta molécula es comun entre el
metabolismo del glicerol y de las pentosas fosfato y 2) porque se sugiere que el metabolismo
lento del glicerol puede ser por la falta de moléculas precursoras del crecimiento.

Desarrollar una estrategia metabdlica que permita generar una fuerza protdn-motriz extra a
través de la produccion de NADH, como suministro de energia adicional para soportar tanto
el crecimiento y la generacién de succinato.

Generar una estrategia para la produccién de succinato bajo condiciones sin aireacion
aumentando la concentracion de NaHCOsz (de ser posible hacer un barrido de
concentraciones) para favorecer la disponibilidad de CO., factor importante en la reaccion de

la fosfoenolpiruvato carboxicinasa.
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12. ANEXOS

1. SECUENCIAS DEL GEN pck de A. succinogenes EMPLEADOS PARA SU SINTESIS
POR GENEWIZ® (www.genewiz.com).

SECUENCIA DEL GEN pck ORIGINAL de A. succinogenes, obtenido en la base de datos
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Pagina web:
https:/lwww.genome.jp/kegg/

ATGACTGACTTAAACAAACTCGTTAAAGAACTTAATGACTTAGGGCTTACCGATGTTAAGGAAATTGTGTA
TAACCCGAGTTATGAACAACTTTTCGAGGAAGAAACCAAACCGGGTTTGGAGGGTTTCGATAAAGGGACGT
TAACCACGCTTGGCGCGGTTGCCGTCGATACGGGGATTTTTACCGGTCGTTCACCGAAAGATAAATATATC
GTTTGCGATGAAACTACGAAAGACACCGTTTGGTGGAACAGCGAAGCGGCGAAAAACGATAACAAACCGAT
GACGCAAGAAACTTGGAAAAGTTTGAGAGAATTAGTGGCGAAACAACTTTCCGGTAAACGTTTATTCGTGG
TAGAAGGTTACTGCGGCGCCAGTGAAAAACACCGTATCGGTGTGCGTATGGTTACTGAAGTGGCATGGCAG
GCGCATTTTGTGAAAAACATGTTTATCCGACCGACCGATGAAGAGTTGAAAAATTTCAAAGCGGATTTTAC
CGTGTTAAACGGTGCTAAATGTACTAATCCGAACTGGAAAGAACAAGGTTTGAACAGTGAAAACTTTGTCG
CTTTCAATATTACCGAAGGTATTCAGCTTATCGGCGGTACTTGGTACGGCGGTGAAATGAAAAAAGGTATG
TTCTCAATGATGAACTACTTCCTGCCGTTAAAAGGTGTGGCTTCCATGCACTGTTCCGCCAACGTAGGTAA
AGACGGTGACGTGGCTATTTTCTTCGGTTTATCCGGTACGGGTAAAACAACGCTTTCGACCGATCCTAAAC
GCCAATTAATCGGTGATGACGAACACGGTTGGGATGAATCCGGCGTATTTAACTTTGAAGGCGGTTGTTAC
GCGAAAACCATTAACTTATCTCAAGAAAACGAACCGGATATTTACGGCGCAATCCGTCGTGACGCATTATT
AGAAAACGTCGTGGTTCGTGCAGACGGTTCCGTTGACTTTGACGACGGTTCAAAAACAGAAAATACCCGTG
TTTCATATCCGATTTACCACATCGACAACATCGTTCGTCCGGTATCGAAAGCCGGTCATGCAACCAAAGTG
ATTTTCTTAACCGCGGACGCATTCGGCGTATTGCCGCCGGTTTCAAAACTGACTCCGGAACAAACCGAATA
CTACTTCTTATCCGGCTTTACTGCAAAATTAGCGGGTACGGAACGCGGCGTAACCGAACCGACTCCGACAT
TCTCGGCCTGTTTCGGTGCGGCATTCTTAAGCCTGCATCCGATTCAATATGCGGACGTGTTGGTCGAACGC
ATGAAAGCCTCCGGTGCGGAAGCTTATTTGGTGAACACCGGTTGGAACGGCACGGGTAAACGTATTTCAAT
CAAAGATACCCGCGGTATTATCGATGCGATTTTGGACGGTTCAATCGAAAAAGCGGAAATGGGCGAATTGC
CAATCTTTAATTTAGCGATTCCTAAAGCATTACCGGGTGTTGATCCTGCTATTTTGGATCCGCGCGATACT
TACGCAGACAAAGCGCAATGGCAAGTTAAAGCGGAAGATTTGGCAAACCGTTTCGTGAAAAACTTTGTGAA
ATATACGGCGAATCCGGAAGCGGCTAAATTAGTTGGCGCCGGTCCAAAAGCATAA

SECUENCIA DEL GEN pck ORIGINAL de A. succinogenes con los sitios de corte Ncol y
Hindlll

CCATGGGATGACTGACTTAAACAAACTCGTTAAAGAACTTAATGACTTAGGGCTTACCGATGTTAAGGAAA
TTGTGTATAACCCGAGTTATGAACAACTTTTCGAGGAAGAAACCAAACCGGGTTTGGAGGGTTTCGATAAA
GGGACGTTAACCACGCTTGGCGCGGTTGCCGTCGATACGGGGATTTTTACCGGTCGTTCACCGAAAGATAA
ATATATCGTTTGCGATGAAACTACGAAAGACACCGTTTGGTGGAACAGCGAAGCGGCGAAAAACGATAACA
AACCGATGACGCAAGAAACTTGGAAAAGTTTGAGAGAATTAGTGGCGAAACAACTTTCCGGTAAACGTTTA
TTCGTGGTAGAAGGTTACTGCGGCGCCAGTGAAAAACACCGTATCGGTGTGCGTATGGTTACTGAAGTGGC
ATGGCAGGCGCATTTTGTGAAAAACATGTTTATCCGACCGACCGATGAAGAGTTGAAAAATTTCAAAGCGG
ATTTTACCGTGTTAAACGGTGCTAAATGTACTAATCCGAACTGGAAAGAACAAGGTTTGAACAGTGAAAAC
TTTGTCGCTTTCAATATTACCGAAGGTATTCAGCTTATCGGCGGTACTTGGTACGGCGGTGAAATGAAAAA
AGGTATGTTCTCAATGATGAACTACTTCCTGCCGTTAAAAGGTGTGGCTTCCATGCACTGTTCCGCCAACG
TAGGTAAAGACGGTGACGTGGCTATTTTCTTCGGTTTATCCGGTACGGGTAAAACAACGCTTTCGACCGAT
CCTAAACGCCAATTAATCGGTGATGACGAACACGGTTGGGATGAATCCGGCGTATTTAACTTTGAAGGCGG
TTGTTACGCGAAAACCATTAACTTATCTCAAGAAAACGAACCGGATATTTACGGCGCAATCCGTCGTGACG
CATTATTAGAAAACGTCGTGGTTCGTGCAGACGGTTCCGTTGACTTTGACGACGGTTCAAAAACAGAAAAT
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ACCCGTGTTTCATATCCGATTTACCACATCGACAACATCGTTCGTCCGGTATCGAAAGCCGGTCATGCAAC
CAAAGTGATTTTCTTAACCGCGGACGCATTCGGCGTATTGCCGCCGGTTTCAAAACTGACTCCGGAACAAA
CCGAATACTACTTCTTATCCGGCTTTACTGCAAAATTAGCGGGTACGGAACGCGGCGTAACCGAACCGACT
CCGACATTCTCGGCCTGTTTCGGTGCGGCATTCTTAAGCCTGCATCCGATTCAATATGCGGACGTGTTGGT
CGAACGCATGAAAGCCTCCGGTGCGGAAGCTTATTTGGTGAACACCGGTTGGAACGGCACGGGTAAACGTA
TTTCAATCAAAGATACCCGCGGTATTATCGATGCGATTTTGGACGGTTCAATCGAAAAAGCGGAAATGGGC
GAATTGCCAATCTTTAATTTAGCGATTCCTAAAGCATTACCGGGTGTTGATCCTGCTATTTTGGATCCGCG
CGATACTTACGCAGACAAAGCGCAATGGCAAGTTAAAGCGGAAGATTTGGCAAACCGTTTCGTGAAAAACT
TTGTGAAATATACGGCGAATCCGGAAGCGGCTAAATTAGTTGGCGCCGGTCCAAAAGCATAAAAGCTT

De donde:

e El sitio 5'Ncol esta marcado con amairillo.

e El sitio 3'Hindlll esta marcado con azul.

e El coddn de inicio del gen esta marcado con verde.

o Entre el sitio 5’Ncol y el codén de inicio “ATG” del gen se le anadié una base “G”, ya que si
esto no se hacia la RNA polimerasa tomaria como codén de inicio el “ATG” del sitio Ncol,
cambiando el marco de lectura. Se envio a sintetizar con esta instruccion, por lo tanto, esta
base esta presente en el gen sintético.

e Longitud del gen: 1617 pb

SECUENCIA DEL GEN pck SINTETICO de A. succinogenes, es decir, optimizado con el uso
de codones para E. coli.

CCATGGGATGACCGATCTGAACAAACTGGTTAAAGAGCTGAACGATCTGGGTTTAACCGATGTTAAGGAAA
TTGTGTACAATCCGAGCTACGAGCAGCTGTTCGAGGAAGAAACCAAGCCGGGTTTAGAGGGCTTTGATAAA
GGCACACTGACCACACTGGGCGCAGTGGCCGTTGATACCGGCATCTTCACTGGTCGCAGCCCGAAAGACAA
ATATATTGTGTGCGATGAGACCACCAAGGACACAGTGTGGTGGAATAGCGAGGCCGCCAAAAACGACAACA
AGCCGATGACCCAAGAAACATGGAAATCTTTACGCGAGCTGGTTGCAAAGCAGCTGAGTGGCAAGCGTTTA
TTCGTGGTGGAAGGTTATTGTGGTGCAAGCGAAAAACACCGCATCGGTGTGCGTATGGTGACCGAAGTTGC
TTGGCAAGCTCACTTCGTGAAAAACATGTTCATCCGCCCGACCGATGAAGAGCTGAAAAATTTTAAAGCCG
ACTTTACCGTGCTGAACGGTGCAAAGTGCACCAATCCGAACTGGAAAGAGCAAGGTTTAAATAGCGAAAAT
TTTGTTGCCTTTAATATTACAGAAGGTATCCAACTGATTGGTGGCACTTGGTACGGCGGTGAGATGAAAAA
GGGCATGTTTAGCATGATGAATTATTTTCTGCCGCTGAAGGGTGTTGCCAGCATGCATTGTAGCGCCAACG
TTGGTAAAGACGGTGACGTGGCAATCTTTTTTGGTTTAAGCGGTACTGGTAAAACCACTTTAAGTACCGAT
CCGAAGCGCCAGCTGATTGGCGACGATGAACACGGCTGGGACGAAAGCGGTGTTTTTAACTTCGAGGGCGG
CTGCTATGCCAAGACCATCAATCTGAGCCAAGAAAATGAACCGGACATCTATGGCGCCATTCGTCGCGATG
CTTTACTGGAGAATGTGGTGGTTCGCGCCGATGGCAGCGTGGACTTCGATGATGGCAGCAAGACCGAGAAC
ACCCGTGTGAGCTACCCGATTTACCACATCGACAATATCGTGCGCCCCGTTAGCAAAGCCGGCCATGCAAC
CAAGGTGATCTTTCTGACCGCAGATGCCTTCGGCGTTTTACCTCCGGTGAGTAAACTGACCCCGGAGCAGA
CCGAATACTATTTTCTGAGTGGTTTTACAGCCAAGCTGGCTGGTACAGAGCGTGGCGTGACCGAACCGACC
CCTACATTTAGCGCTTGTTTTGGCGCCGCCTTTCTGAGTCTGCATCCGATTCAGTATGCCGATGTTCTGGT
GGAGCGCATGAAAGCCAGCGGCGCCGAAGCCTATTTAGTTAACACTGGTTGGAACGGTACCGGTAAGCGCA
TCAGCATCAAAGATACCCGCGGCATCATCGATGCCATTTTAGACGGTAGCATCGAAAAGGCCGAGATGGGT
GAGCTGCCTATTTTCAATCTGGCCATCCCGAAGGCCTTACCGGGTGTGGATCCGGCCATTCTGGACCCGCG
CGATACCTACGCAGATAAAGCCCAGTGGCAAGTTAAAGCCGAAGATTTAGCCAATCGTTTCGTTAAAAATT
TTGTTAAATATACAGCCAACCCGGAAGCAGCCAAACTGGTGGGTGCCGGCCCGAAAGCATAAAAGCTT

Datos:
A: 437 pb T: 369 pb C: 378 pb G: 446 pb | GC%: 50.55% | Longitud: 1630 pb
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2. ENSAYO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA Pck (FOSFOENOLPIRUVATO
CARBOXICINASA)

1. Preparacion de 50 mL del amortiguador de cosecha y permeabilizacién Tris HCI 100 mM (pH
7).

Reactivo Concentracion | Pesar pHy

enel (9) Aforo
amortiguador

Tris base 01 M 0.6057 | Ajustar

DTT 2mM 0.0154 a pH
EDTA 2H20 0.1 mM 0.0018 | 7.0 con
MnSO4 1H20 5 mM 0.0423 | HCI6N
KCI 20 mM 0.0746 | Yy aforar
a50mL

2. Preparacion de 50 mL amortiguador para ensayo enzimatico Tris HClI 100 mM (pH 6.6).
Disolver 0.6057 g de tris base, ajustar el pH a 6.6 con HCI 6 N y aforar a 50 mL.

3. Preparacion de las soluciones patrén para las reacciones de actividad enzimatica. Estos se
disuelven en el amortiguador indicado en el numeral 2.

Reactivo Concentracion Pesar Aforar
NaHCO; 350 mM 0.294 10 mL
MgCl, 6H.0 160 mM 0.3253 10 mL
NADH 30 mM 0.001 500 uL
DTT 100 mM 0.0077 | 500 yL
ADP 100 mM 0.0214 | 500 uL
PEP 500 mM 0.0420 | 500 uL
MD 100 U 32 uL 1 mL

PEP = fosfoenolpiruvato; MD = malato deshidrogenasa
Los reactivos en rojo se preparan al momento.

4. Mezcla de reaccion del ensayo de actividad enzimatica.

Reactivo Concentraciéon | L a aiadir en la Concentracion
inicial celdade 1 mL final
NaHCO3 350 mM 100 35 mM
MgCl, 6H.0O 160 mM 100 16 mM
NADH 30 mM 10 0.3 mM
DTT 100 mM 10 1TmM
ADP 100 mM 100 10 mM
PEP 500 mM 10 5 mM
MD 100 U 100 10U
Extracto* 100 pL

*Afadir 470 L de Tris HCI (pH 6.6) a la mezcla de reaccion y al final el extracto enzimatico.
El ensayo se realiza a 37 °C.
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3. CURVA PATRON DE PROTEINAS POR EL METODO DE BRADFORD

Para realizar una curva patrén con albumina de suero bovino (BSA) en concentraciones de
0.0-0.01 yg/mL usando el método de Bradford:

. Agregar 800 pL de cada estandar a cada cubeta de 1 mL.
. Agitar en Vortex

. Anadir 200 uL del reactivo a cada estandar (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent
Concentrate). Homogeneizar la mezcla e incubar la reaccién a temperatura ambiente durante
15 min.

Determinar la absorbancia en el espectrofotémetro utilizando una longitud de onda de 595
nm, ajustando al cero de absorbancia con el blanco. Hacer una regresién lineal, graficando
la lectura de absorbancia contra la concentracion de proteina.

Las muestras se procesaron de la misma forma, de ser necesario hacer diluciones de las
muestras.

COMPONENTES DEL MEDIO MC USADO EN LA TECNICA DE TRANSDUCCION POR

FAGOS.
Para preparar 1 mL de la solucion MC
Usar Concentracién final
10 L del stock MgSO4 1 M MgSO4 10 mM
5 uL del stock CaCl, 5 1 M CaCl, 5 mM
985 L de agua mQ estéril -

Preparar este volumen de solucion para cada transduccion, a
partir de soluciones estériles.

5. COMPONENTES DEL MEDIO AM1 (sin la fuente de carbono)

Componente Concentraciéon (mmol I'")
(NH4)2HPO4 19.92
NH4HoPO4 7.56
KCI 2.00
MgSO47H.0 1.50
Betaina 1.00

Elementos traza

FeCl;-6H.0 8.88
CoClz-6H.0 1.26
CuCl2:2H.0 0.88
ZnCl, 2.20
N32M004'2H20 1.24
H3BOs 1.21
MnCl,-4H,0; 2.50
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6. Evaluacion de la cepa AG03 pACY-CDuet/pckas (con el gen pckas sintético y original) y
AGO03 pACYCDuet-1 en AM1m enriquecido con los componentes del medio LB y
glicerol (AM1m-YE-T-Glc) bajo condiciones sin aireacién, usando IPTG 10 uyM en

distintas fases del crecimiento microbiano.

Como experimento exploratorio, se realizo la caracterizacion de la triple mutante MG1655 (DE3)
AgldA::FRT, Appc:.FRT, Apck:.:FRT-km-FRT (nombrada AGO03) con los vectores que se tenian
hasta el momento (pACYCDuet-1 y pACY-CDuet/pckas, con el gen original y sintético). Cabe
mencionar que esta cepa presenta las eliminaciones necesarias para conducir la fuente de
carbono hacia la produccion de succinato a través del gen clonado. Para la expresién de pck del
vector se us6 IPTG a una concentracion de 10 uM. EI IPTG se anadio en la fase exponencial y/o

estacionaria del cultivo, obteniéndose los siguientes resultados.

Algunos pardmetros cinéticos y estequiométricos
Kt Y, q
CEPA 1 s ;
PO | o) | e | e
o . . 0.91
Sintético/Estacionaria 0.27 Fn S$4h 0.59 0.45
Sintético/E ial 0.26 066 0.34 0.76
intético/Exponencial . Ens4h . .
Original/Estacionaria 0.27 0.30 0.34 0.78
g “" | Bns4h ' '
Original/E: ial 0.27 080 0.29 0.94
riginal Exponencia . En$4h . .
En todos los casos, al final de la cinética, solo se consumid 1 mL de la
solucidn base, 1.5-2.5 de glicerol y solo se formd 1 g/1. de dcido acético.
0.4
Control (solo el vector) | 0.27 En2h 0.53 0.52

Grafico 8. Cepas E. coli MG1655 (DE3) AG03 transformadas con los vectores pACYCDuet-1. A la izquierda
se aprecia el crecimiento bacteriano en unidades de D.O.600 nm para cada experimento. A la derecha se presenta
una tabla con algunos parametros cinéticos y estequiomeétricos de cada uno.

Nota: Yxs, en estos experimentos, cuyo medio contiene los componentes del medio Luria, es un rendimiento aparente
debido a que éstos contribuyen en la formacién de biomasa por poseer compuestos carbonados.

En estos resultados se observa que el gen evaluado, ya sea sintético u original, no tiene efecto
positivo sobre la produccion de acido succinico, ya que solo se produjo acido acético, y en
pequenas concentraciones. Tales resultados son esperados, debido a que la cepa no consume
eficientemente el glicerol puesto que no tiene el gen gldA (que codifica para la enzima principal
de asimilacion de glicerol en condiciones anaerobias) y el gen glpK (cromosomal), corresponde

a una via minoritaria de consumo de glicerol bajo dichas condiciones.
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