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Resumen

1.- Resumen

Se llevd a cabo el desarrollo de cepas derivadas de Escherichia coli MG1655
productoras de D-lactato; como primera etapa se inactivaron las vias fermentativas
para obtener una cepa capaz de producir D-lactato como Unico producto de
fermentacion (CL3: MG1655 ApflB AadhE AfrdA). La caracterizacion de esta cepa
en glucosa como fuente de carbono en condiciones no aireadas permitio
determinar que la limitacion de ATP, que se genera por la falta de producciéon de
acetato derivado de acetil-CoA, tiene como consecuencia un incremento en el flujo
glucolitico. Se encontré6 que la cepa CL3 tiene una reduccion del 40% en su
velocidad de crecimiento con respecto a la silvestre. Sin embargo, es capaz de
crecer sin mostrar fase de crecimiento retardado, contrastando a lo que se habia
reportado previamente para otras cepas de E. coli pfl en condiciones no aireadas.
Se indag6 en los mecanismos de generacidén de acetil-CoA de la cepa CL3 y se
encontré que ésta es producida a través de una actividad basal de la enzima
piruvato deshidrogenasa (PDH). También se midié la velocidad inicial de
transporte de glucosa, esto con el fin de evaluar si la limitacion de ATP que
promueve el flujo glucolitico tiene un efecto sobre el transporte de glucosa. Se
encontr6 que la velocidad de transporte de glucosa es igual para la cepa

productora de D-lactato y su progenitora.

En una segunda parte del trabajo se caracterizo la cepa homolactica en xilosa y se
encontré que sus velocidades de crecimiento y de consumo de la pentosa son
drasticamente menores comparadas a las que presenta en glucosa. Con respecto
a la produccion, se encontré que la cepa CL3 presenta un alto rendimiento de
conversion de xilosa a D-lactato (95% del maximo tedrico), pero su baja velocidad
de crecimiento y de consumo de xilosa hacen que la productividad volumétrica del
proceso sea baja comparado con lo obtenido en glucosa. Se sabe que el
transporte de xilosa en E. coli se lleva a cabo principalmente por dos mecanismos,

uno dependiente de ATP codificado por los genes xylFGH y uno de tipo simporte
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codificado por xylE. La baja capacidad de crecimiento que tienen las cepas
homolacticas en xilosa ha sido atribuida a su bajo rendimiento de ATP. En este
trabajo postulamos que esto puede ser aliviado utilizando un transporte de xilosa
no dependiente de ATP. Dado lo anterior, se llevé a cabo la eliminacion del
sistema de transporte dependiente de ATP (XylFGH) y se obtuvo la cepa
denominada JUO1 (MG1655 ApflB AadhE AfrdA AxylFGH::Km). La cepa JUO1
presentd una velocidad de crecimiento 50% mayor a la cepa CL3 en xilosa, esto
indica, indirectamente, un mayor rendimiento de ATP alcanzado por la cepa JUO1
y sugiere que esta usando XylE como sistema de transporte alterno. Aun con lo
mencionado anteriormente, la fermentacion de 40 g/L de xilosa por la cepa JUO1
se demora el doble de lo que se obtiene en glucosa. Para mejorar la velocidad de
crecimiento de la cepa JUO1 se utilizé una estrategia de evolucion en medio
mineral-xilosa, del cual se aislé la cepa denominada JU15 (MG1655 ApflB AadhE
AfrdA  AxylFGH::Km evolucionada). Esta cepa presenta una velocidad de
crecimiento 50% mayor a JUO1, reduce el tiempo de fermentacién en 24 horas y
conserva el rendimiento del 95% de conversion de xilosa a D-lactato. Se llevo a
cabo una secuenciacibn genOmica comparativa entre MG1655 y JU15, se
encontré que esta ultima perdié una region de 27.4 kb y que tiene una mutacion en
el gen gatC que provoca el cambio de una serina por una leucina en el aminoacido
183 de la proteina (451 aminoacidos). El cual afecta el dominio tipo PTSIIC, en
una region predicha como transmembranal. Se elimind la region correspondiente a
los 27.4 kb en JUO1 y se elimino el gen de gatC en JUO1 y JU15. Los resultados
mostraron que la pérdida de la region por si sola no tiene un efecto favorable en la
velocidad de crecimiento de JUOL. Al eliminar gatC en JUO1 y JU15 las cepas
presentaron una reduccion drastica de la velocidad de crecimiento y consumo de
xilosa. Por otro lado, la inactivacion de xylE en JUO1 y JU15 permitid concluir que
existen transportadores de xilosa alternativos a los ya reportados. Estos resultados
indican que, a parte de XylFGH y XylE, GatC tiene un papel importante en el
transporte de xilosa. Ademas, permiten sugerir que la mutacion encontrada en
gatC mejora el transporte de xilosa con un menor consumo neto de ATP para su

internalizacion y fosforilacion.
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2.- Abstract

Metabolic pathway engineering and metabolic evolution were used to develop D-
lactate producing strains of Escherichia coli. In a first stage, the fermentative
pathways were eliminated in E. coli MG1655 to obtain a strain capable of
producing D-lactate as the only fermentation product (CL3: MG1655 ApflIB AadhE
AfrdA). The resulting strain was studied using glucose as carbon source under non
aerated-(fermentative)-conditions. The results show that the glycolytic flux is
increased as a consequence of the ATP limitation resulting from the lack of acetate
production from acetyl-CoA. Due to the inactivation of the main acetyl-CoA
production pathway, the CL3 strain grew 40% slower than the parental strain. In
contrast to other reported results from pfl mutants, we found that the MG1655 pflB
derivative is able to grow in mineral media with glucose as the sole carbon source
under fermentative conditions without a lag phase. The mechanisms of acetyl-CoA
generation were investigated. It was found that a residual pyruvate dehydrogenase
(PDH) activity is responsible for the acetyl-CoA prouction in CL3. To evaluate if the
ATP limitation found had an effect in glucose transport, the initial glucose transport
rate was studied in CL3 and its progenitor strain. The results showed that the

glucose transport rate is the same in both strains.

In the second stage of this work, CL3 was characterized using xylose as the sole
carbon source. In comparison to glucose, results show that the specific rates of
growth and xylose consumption were considerably lower. The lactate vyield
obtained with CL3 from xylose is the same than the one from glucose (95% of the
theoretical maximum). However, the volumetric productivity is very low compared
to the productivity using glucose since the growth rate is low. Xylose transport in E.
coli is carried out through two transport systems: an ATP dependent coded by
xylFGH genes, and a simporter coded by xylE. The poor growth of homolactic

strains in xylose has been attributed to the low ATP vyield in this carbon source. In
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this work we propose that its low growth rate can be alleviated using a non-ATP
dependent xylose transporter. Thus, the xyIFGH genes were deleted and strain
JUO1 was obtained (MG1655 ApflB AadhE AfrdA AxylFGH::Km). JUO1 showed a
growth rate 50% higher than CL3 strain in xylose, suggesting the use of alternative
transporter that allows a higher ATP yield. Even with the increase in growth rate of
JUO01, the fermentation of 40 g/L of xylose still takes the double of time than in
glucose. In order to improve JUO1 growth rate, an evolution strategy was employed
in mineral medium with xylose as sole carbon source. A strain, called JU15
(MG1655 ApflIB AadhE AfrdA AxylFGH::Km evolved), was isolated from the
adaptive evolution procedure. Compared to the progenitor strain (JUO1), the
isolated strain JU15 showed a growth rate increase of 50%, and the fermentation
time was reduced 24 hours. Using comparative genome sequencing, it was found
that JU15 has a 27.4 kb deletion and a point mutation in gatC gene. The mutation
is a change of a serine for a leucine in the 183 amino acid of the GatC protein (451
amino acids). The mutation is located in the PTSIIC domain (phosphotransferase
system 1IC) in a predicted transmembranal region. The deleted 27.4 kb found in
JU15 region was eliminated in JUO1, also the gatC gene was deleted in JUO1 and
JU15. Results showed that deleting the 27.4 kb region did not improve JUO1
growth. Also, when gatC was deleted from JUO1 and JU15 a drastic reduction in
growth and xylose consumption rate was observed. Furthermore, xylE inactivation
in JUO1 and JU15 allow us to conclude that alternative xylose transporter, exists in
E. coli. These facts indicate that, besides XylIFGH and XylE, GatC has an important
role in xylose transport, and allow us to suggest that the mentioned mutation in
GatC improves xylose transport with a lower net ATP consumption for xylose
internalization and phosphorylation.



3.-Introduccidn

El futuro agotamiento de las reservas de petréleo y diversos aspectos ambientales
plantean la necesidad de desarrollar procesos sustentables para sustituir
productos que son obtenidos a partir del mismo. Los residuos agroindustriales
constituyen una fuente renovable, de gran abundancia y bajo costo, que
potencialmente pueden ser utilizados como materia prima para la fabricacion de
productos quimicos de gran volumen. Estos materiales son altamente
heterogéneos y estan compuestos principalmente por hemicelulosa, celulosa,
lignina y pectinas, los cuales para su bioconversion requieren ser hidrolizados en
azucares solubles, utilizando métodos quimicos (hidrélisis con acidos minerales)
y/o enzimaticos. La fraccibn hemicelulésica estd compuesta principalmente de
pentosas -xilosa y arabinosa-, y una pequefia fraccion de hexosas (glucosa y
manosa; Martinez et al., 2001, Grohmann et al., 1985). Después de la glucosa, la
xilosa es el monosacarido mas abundante en la naturaleza y generalmente se
encuentra polimerizado en la fraccion hemicelulosica. La variedad de
microorganismos que metabolizan tanto pentosas como hexosas es reducida, mas
aun, no se conocen microorganismos silvestres que puedan catabolizar
eficientemente en condiciones anaerObicas xilosa o arabinosa, mezclas de
glucosa-xilosa o glucosa-celobiosa en productos de fermentacion (Hernandez-
Montalvo et al., 2001).

Debido a su uso en la manufactura de plasticos biodegradables de alta calidad,
conocidos por el nombre genérico de polilactatos o &cido polilactico (PLA) (Dien et
al., 2002; Skory, 2003, Naranayan et al., 2004), la demanda de acido lactico se
esta incrementando sustancialmente y para este propdsito es deseable obtenerlo
de fuentes renovables que no compitan con materias primas que se utilizan para la
alimentacion humana. El &cido lactico se produce comercialmente por sintesis
quimica o por fermentacion. En comparacion con los procesos quimicos, los de

fermentacion tienen potencialmente varias ventajas: a) se pueden obtener por



separado los isomeros Opticamente puros y de esta manera facilitar y reducir
sustancialmente los costos de purificacion; b) su produccion es a partir de material
renovable; y ¢) se pueden usar materias primas que constituyen un desecho para
algunas agroindustrias. El proceso fermentativo puede ser llevado a cabo por una
gran variedad de microorganismos Yy algunas bacterias lacticas, como
Lactobacillus bulgaricus, producen lactato 6pticamente puro. La produccion por
fermentacion se ha llevado a cabo con bacterias lacticas como Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus amylophilus y Lactobacillus delbruekii (Chang et al., 1999,
Narayanan et al., 2004). Las bacterias lacticas tienen requerimientos nutricionales
complejos, sus medios de cultivo requieren ser suplementados con aminoacidos,
vitaminas y nucleétidos, pues pertenecen a los grupos de microorganismos que
perdieron su habilidad para sintetizar sus propios factores de crecimiento,
consecuentemente no pueden crecer en fuentes simples de carbono y sales
inorganicas de nitrogeno (Narayanan et al., 2004, Hébert et al., 2004). Por lo antes
mencionado los medios para la produccion deben ser suplementados con fuentes
de nitrégeno complejas (extracto de levadura, sélidos de licor de maiz, harina de
soya. etc.) y la mayor productividad de Lactato se alcanza en concentraciones
Ooptimas de hasta 10 g/L de dichas fuentes (GoOksungur et al., 1997); esto
incrementa de manera significativa el costo de produccion y purificacion del

producto.

La sintesis y las propiedades fisicas y de biodegradacion del PLA dependen de la
relacion usada de los enantiomeros Opticamente puros (Dien et al., 2001; Bai et
al., 2003; Zhou et al., 2003b). En el presente proyecto se pretende desarrollar
cepas para utlizarlas en procesos fermentativos en los que se obtengan
moléculas que puedan utilizarse como precursores para la produccion de
bioplasticos, como es el caso del D-lactato, sin utilizar fuentes de carbono que
compitan con los alimentos. Es decir, desarrollar cepas capaces de convertir los
azlcares presentes en los residuos lignocelulésicos en lactatos Opticamente
puros. En ese sentido, dos aspectos importantes que requieren ser estudiados y

mejorados son la velocidad volumétrica para producir D o L lactato Gpticamente



puros y su produccion a partir de pentosas, particularmente xilosa, usando medios
minerales y mezclas de azulcares contenidos en los jarabes obtenidos de
hidrolizados de hemicelulosa. Asi mismo, el lactato que se produce principalmente
por medios fermentativos a nivel industrial es el isémero L y para la generacion de
bioplasticos termoresistentes es deseable tener una alta cantidad de isomero D
(PURAC 2008). De tal forma que la produccién fermentativa de D-lactato

Opticamente puro ha cobrado gran importancia en los ultimos afios.
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4.-Antecedentes

En los ultimos afios el empleo de la tecnologia del ADN recombinante y el analisis
sistematico de datos bioldégicos han aumentado considerablemente, dando lugar a
la ingenieria de vias metabdlicas (IVM), la cual se define como la modificacion y/o
introduccidon de nuevas reacciones bioquimicas para el mejoramiento directo de
propiedades celulares mediante tecnologia de ADN recombinante
(Stephanopoulos, 1999; Bailey, 1991). De esta manera se han iniciado el
desarrollo de nuevas cepas, mediante IVM, con la propiedad de crecer en medios
minerales, producir &cido lactico, fermentar los azlcares presentes en los
materiales lignoceluldsicos, ademas, de que sinteticen solo una forma isomérica
del acido lactico, disminuyendo de esta forma los costos de produccion y
purificacion del producto. A la fecha, las bacterias lacticas, hongos, levaduras y
bacterias modificadas genéticamente han sido investigadas como potenciales
biocatalizadores para la produccién de acido lactico (Narayanan et al., 2004 Skory,
2003). En la mayoria de los trabajos, se usan medios de cultivo complejos (ricos)
para alcanzar rendimientos cercanos al teérico de conversion de glucosa a lactico,
siendo pocos los trabajos realizados utilizando medios minerales con altos
rendimientos de conversion y en esos trabajos las productividades de lactato son
bajas comparadas a las obtenidas con otros organismos en medios complejos
(Chang et al., 1999; Dien et al., 2001; Yun y Ryu, 2001; Dien et al., 2002; Bai et
al., 2003; Skory, 2003; Zhou et al., 2003a; Zhou et al., 2003b).

Entre los microorganismos que producen D-lactato se encuentra Escherichia coli,
el cual contiene un gen que codifica para una lactato deshidrogenasa (LdhA), la
cual se expresa en condiciones anaerobicas (Zhou et al., 2003a). Sin embargo, E.
coli al ser cultivada en condiciones anaerdbicas, en presencia de glucosa o xilosa,
sintetiza una mezcla de productos, compuestos principalmente de &cido acético,

férmico, lactico, succinico y etanol (Bock y Sawers 1996; Tao et al., 2001). No
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obstante, en comparacion con otros microorganismos homolacticos, E. coli tiene
varias ventajas, tales como crecimiento rapido en aerobiosis y anaerobiosis,
habilidad para fermentar pentosas, requerimientos nutricionales simples, gran
conocimiento de su fisiologia y facilidad de manipulacion genética. Debido a lo
anterior, se ha iniciado el desarrollo de nuevas cepas mediante IVM, con la
propiedad de crecer en medios minerales y producir un solo isémero de lactato
(Bai et al. 2003; Dien et al., 2002; Zhou et al 2003a y 2003b; Zhu y Shimizu 2004;
Zhou et al., 2006a; Zhou et al 2006b; Zhou et al., 2005).

Cuando Escherichia coli se encuentra en condiciones de fermentacion, la enzima
piruvato formato liasa (Pfl) compromete gran parte del flujo de piruvato (mas del
45%) (Clark, 1989) a formato y acetil-CoA, este Ultimo compuesto es
posteriormente convertido en acético, etanol y componentes celulares (Bock y
Sawers, 1996). La estrategia mas empleada para la generacion de cepas de E.
coli productoras de D-lactato Gpticamente puro consiste en la interrupcion de pflB
(Zhou et al 2003a y 2003b; Zhu y Shimizu 2004; Zhou et al. 2006a; Zhou et al
2006b; Zhou et al., 2005). Con esta estrategia se han obtenido rendimientos de
conversion de glucosa en D-lactato superiores al 95% del teorico (Zhou et al.,
2003a y 2003b). No obstante, como respuesta a una baja disponibilidad de acetil-
CoA se reduce drasticamente la velocidad de crecimiento y la produccion de
biomasa a la mitad (< 0.35 g/L). La alta afinidad de la lactato deshidrogenasa (Ldh)
por el piruvato (Km = 7 mM), la regulacion positiva de la Ldh por la mayor
disponibilidad de piruvato intracelular y la eliminacién de vias que compiten por su
disponibilidad, ocasionan que la velocidad especifica de obtencion de lactato sea
alta (2.5 giactato / gocwh). Ademas, mediante la eliminacion de las vias que
compiten por el poder reductor (alcohol deshidrogenasa y fumarato reductasa) se
logra que piruvato sea el Unico aceptor de electrones en condiciones de
fermentacion y se favorece su produccion. Sin embargo, la baja concentracion

celular no favorece altas tasas de produccion volumétrica (Zhou et al., 2003a).
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Por otro lado, de acuerdo a la red metabdlica funcional de E. coli en condiciones
de fermentacion, por cada mol de glucosa catabolizada hasta piruvato se obtienen
dos moles de ATP. Si la mitad del piruvato generado es convertido en acético, el
rendimiento se incrementa a 3 molarp/molgc. En el caso de la xilosa el rendimiento
es tan solo de 0.67 molate/moly; cuando E. coli cataboliza este azlcar hasta
piruvato. De tal manera que Pfl y Ack son primordiales en el crecimiento de E. coli
con xilosa, dado que la conversion de un mol de piruvato en acetil-CoA y
posteriormente en acetato genera un mol extra de ATP, pudiendo aumentar el
rendimiento del mismo hasta 1.5 molarp/moly;. En consecuencia, las cepas de E.
coli W3110 interrumpidas en pflB no pueden crecer en dicha pentosa, debido a
que Unicamente se obtienen 0.67 molarp/molx; (Fig.1). La insuficiencia de ATP fue
confirmada inactivando el gen de la acetato cinasa (ack) en W3110 (con Pfl
funcional), la mutante fue incapaz de crecer en medio minimo suplementado con
xilosa en condiciones anaerobicas (Hasona et al., 2004). En el caso de la glucosa,
el transporte y fosforilacion se lleva a cabo por el sistema PTS con el gasto de un
equivalente de ATP. En cambio para xilosa, la célula gasta dos moléculas de ATP,
una para el transporte (transportador de alta afinidad tipo ABC codificado por xylF ,
xylG y xylH.) y la segunda para la fosforilacion (Lin, 1996; Linton y Higgins 1998).
En arabinosa la internalizacion de la pentosa a la célula se lleva a cabo por
simporte (arabinosa/H") mediante AraE, un transportador de baja afinidad y alta
capacidad. Esto conserva una molécula de ATP gastada en el transporte de
pentosas mediante el transportador ABC y ambas mutantes (pfl y ack) crecen en

arabinosa (Hasona et al., 2004).

Mediante la inactivacion del operén pfl en la cepa etanologénica KO11 (E. coli B
Afrd pfl:: pdczm-adhzy, Cat; Ohta et al., 1991) y su evolucion en medios minerales
con alta concentracion de glucosa a través transferencias subsecuentes, se han
obtenido cepas que fermentan 12% de glucosa a lactato con alta productividad y
rendimiento (Zhou et al., 2006a, Zhou et al 2006b, Zhou et al., 2005). Con esta
estrategia, llamada “evolucion metabdlica” (Zhou et al., 2005) o “evolucion

adaptativa” (Ibarra et al., 2002; Honisch et al., 2004), se pueden seleccionar cepas
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gue mejoran la produccion de un metabolito seleccionado (Elena y Lenski, 2003).
En afos recientes la evolucion adaptativa ha sido una estrategia ampliamente
utilizada para desarrollar cepas productoras (Orencio-Trejo et al., 2010). Mediante
la secuenciacion de cepas asi obtenidas se han encontrado mutaciones en genes
clave para optimizar la produccion de un metabolito de interés o para el consumo

de algun sustrato (Orencio-trejo et al., 2010; Herring et al., 2006).
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Fig.4.1 Metabolismo de glucosa y xilosa en E. coli, principales productos de fermentacién

y rendimiento de ATP
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5.- HIPOTESIS

La eliminaciéon de las vias fermentativas y la reduccion del uso de ATP en el
transporte de xilosa, seguido de un proceso de evolucidon adaptativa permitira
obtener cepas de Escherichia coli capaces de crecer en xilosa en condiciones

anaerobicas y de producir D-lactato con alto rendimiento y productividad.



Hipodtesis

6.-OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Generar cepas de E. coli productoras de D-lactato con alto rendimiento y
productividad, capaces de crecer en xilosa como unica fuente de carbono a través
de la modificacién de las vias fermentativas, el transporte de xilosa y evoluciéon
adaptativa. Estudiar los cambios que ocurrieron en las cepas generadas para
explicar el fenotipo obtenido.

6.2 Objetivos especificos

Eliminar los genes que codifican para las enzimas fermentativas: piruvato formato
liasa (pflB), alcohol deshidrogenasa (adhE) y fumarato reductasa (frdA) en la cepa
MG1655 de E. coli, y caracterizar las cepas obtenidas en su velocidad de
crecimiento, velocidad especifica de consumo de glucosa y xilosa, rendimiento y

productividad de D-lactato.

Evaluar los efectos de la inactivacion de las vias fermentativas en el transporte de
glucosa, relacion ATP/ADP y la contribucion de la piruvato deshidrogenasa a la
formacion de acetil-CoA en la cepa obtenida (MG1655 ApflB AadhE Afrda).

Comparar las pozas de metabolitos intracelulares clave de las cepas MG1655

ApflB AadhE Afrda y su progenitora crecidas en glucosa.

Inactivar el sistema de transporte de xilosa dependiente de ATP (xylFGH) y
evaluar su efecto sobre las velocidades especificas de crecimiento, de consumo

de xilosa y de produccion de lactato.
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Seleccionar mediante evolucion adaptativa una mutante derivada de la cepa
MG1655 ApflB AadhE Afrda AxylFGH, que mejoren su crecimiento en xilosa como
Unica fuente de carbono a nivel de mini-fermentador y evaluar su productividad de

D-Lactato en medio mineral-xilosa.

Caracterizar una mutante obtenida mediante: la cuantificacion de la velocidad de
transporte de xilosa; la contribucién de otros transportadores en el consumo de
xilosa; secuenciacion gendmica comparativa de la cepa; y evaluacion de la

contribucién de los cambios detectados en el fenotipo obsevado.



7.- Metodologia

7.1 Microorganismos, pladsmidos y oligonucleotidos.

Los microorganismos plasmidos y oligonucleotidos utilizados en el presente
estudio se presentan en las tablas 7.1, 7.2, 7.3. Con excepcion de la eliminacién
de pflB, que se llevéd a cabo de acuerdo a lo reportado por Lara et al., 2006, todas
las eliminaciones de genes se llevaron a cabo por el método para la inactivacién

de genes cromosomales por productos de PCR (Datsenko y Wanner 2000)

Tabla 7.1 Cepas de E. coli empleadas en este trabajo

Cepas Genotipo Referencia
E. coli MG1655 Cepa silvestre
CL3 MG1655 ApflB AadhE Afrd Este trabajo
JUO1 MG1655 ApflB AadhE Afrd | Este trabajo
AXyIFGH::Km
JU15 MG1655 ApflB AadhE Afrd | Este trabajo

AXYIFGH::Km E15 cepa
evolucionada en xilosa como Unica
fuente de carbono y condiciones no

aireadas

JUO1 AxylE MG1655 ApflIB AadhE Afrd | Este trabajo
AxyIFGH AxylE

JU15 AxylE MG1655 ApflB AadhE Afrd | Este trabajo
AXyIFGH::Km E15

JUO1 Areg MG1655 ApflIB AadhE Afrd | Este trabajo
AxylIFGH::Km Areg 27.4 kpb

JUO1 AgatC MG1655 ApflB AadhE Afrd | Este trabajo
AXyIFGH::Km AgatC

JU15 AgatC MG1655 ApflIB AadhE Afrd | Este trabajo

AxylFGH::Km E15 AgatC




Tabla 7.2 Plasmidos empleados en este trabajo

Plasmido

Caracteristicas

Referencia

pKO3-plfB

Derivado del vector pKO3

Lara et al., 2006

(Church et al 1999) con regiones
de homologia a pflB

Vector termosensible e inducible
por arabinosa para expresion del
sistema de la recombinasa red

pKD46

Datsenko y Wanner 2000

Templado para amplificar el
cassete de resistencia a Km
flanqueado por sitios FRT

pKD4

Datsenko y Wanner 2000

Templado para amplificar el
cassete de resistencia a Cm
flanqueado por sitios FRT

pKD3

Datsenko y Wanner 2000

Vector termosensible que codifica
para la FLP recombinasa

pCP20

Datsenko y Wanner 2000

Tabla 7.3 Oligos usados en este trabajo.

a
Gene Oligo Uso
Nombre / secuencia
AdhForw 5" TAACATTATCAGGAGAGCATTATGGCTGTTACTAAT | Interrupcion de
GTCGCTGAACTTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG3’ adhE
AdhRev 5'CTCAGCTTTAGCCGGAGCAGCTTCTTTCTTCGCTGC
AGTTT CACCTTCCATATGAATATCCTCCTTAG3’
AdhckF 5'AAT CTT GCT TAC GCC ACC TGG AAGZ Verificar
AdhckR 5TTG TGC AGA GGG CGG AGG CAT AAG3’ interrupcion de
adhE
frdForw 5'GTACGTGGCTGTGGGATAAAAACAATCTGGAGGAAT | Interrupcion de frdA
GTCTGTGTTAGGCTGGAGCTGCTTC3’
frdRev 5'GTTATAGCGCACCACCTCAATTTTCAGGTTTTTCATC
TCAGCCATTCATATGAATATCCTCCTTAS3
frdckF 5'GGAGTACGTGGCTGTGGG3’ Verificar
frdckR 5'TGC AGA GCC TGA CCA TCA GATY interrupcion de frdA
XylFor 5’AACGTTGCTGCACACGCCAAAGAAGTCAAAATAGGT | Interrupcion de
ATGGCGATTGATTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 3’ xylFGH
XylRev 5'GCACCTTTAACGATATACTGCCAGAAGGTCGGTACA
TCCATCATACTCCATATGAATATCCTCCTTAG 3
XylckF 5" TGTCCTCTAACTACAGAAGGC 3 Verificar
XylckR 5 TATCAAAATCAAGAACGGCG 3 interrupcion de
xylFGH
xylEF 5'GGCAGGTCTGAATGAATACCCAGTATAATTCCAGTT | Interrupcion de
ATATATTTTCGATTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGS3' | xylE
xylER 5’ACAGGAAGATTACAGCGTAGCAGTTTGTTGTGTTTT
CTTCGTTTCCGGCATATGAATATCCTCCTTAG3
xylEckF 5'CCTGACAATTCCAACATCAAZ Verificar
XylEckR 5'GTGTAATTCGAAACGGCTGA3 interrupcion de xylE
gatCF 5'CTATCTTACAGGGGTGACCTATGTTTTCAGAAGTCA | Interrupcion de
gatCR TGCGTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG3’ gatC
5'GCCACGCGCTCTACGCCAGGTCATGAAAATACCGG
TCAGACATATGAATATCCTCCTTAG3
gatC-CF 5" TCTACGATGGCGGCGGAAGA3’ Verificar
gatC-CR 5'CATCACGCCGCGAGCCAATAZ interrupcion de
gatC
regFor 5TGAACCCTGTTCTATGGCTCCAGATGACAAACATGA | Interrupcién de




regRev TCTCTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGZ region cromosomal
5"TGGCTGCTCCGCATGAGCTACCGGCATTGTTGGCG | de 27.4 kpb
CGTATCATATGAATATCCTCCTTAG3

UpsFor 5'GGCCAGTTGATGCTGCTCCA3’ Verificar perdida de
DwnRev 5’AACATACGAAGGGCAGGAACZ region cromosomal
de 27.4 kbpy su
interrupcion

a
Fuente: Unidad de sintesis IBt — UNAM. Las bases sombreadas las secuencias de reconocimiento
al plasmido pKD4 o pKD3

Tanto los productos de PCR como los plasmidos empleados en este trabajo se
analizaron en geles de agarosa al 1.2 % por patrones de restriccion.

7.2 Condiciones y medios de cultivo.

7.2.1 In6culos para cultivos.
A partir de las células congeladas en glicerol (40%) se sembraron tubos estériles
con 5 mL de medio mineral con la fuente de carbono a usar (xilosa o glucosa) con
antibiotico cuando fue necesario (kanamicina 40 mg/L, cloramfenicol 10-30 mg/L),
y se incubaron a 37°C de 8 — 12 h. A partir de este precultivo se sembrd un mini-
fermentador con 200 mL de medio y controlando el pH con adicién de KOH 2-4N a
37°C y agitacion de 150 rpm. Los indéculos se incubaron durante 12-16 h, hasta

alcanzar una DO, , de aproximadamente 1 a 1.5. Todos los cultivos fueron

inoculados centrifugando (5000 rpm, 10 min y 4°C) la cantidad suficiente de

inéculo para obtener una DO, inicial = 0.1 (0.037 g,.,/l), las células fueron

transferidas a cada cultivo resuspendiéndolas en el medio respectivo.

7.2.2 Medios de cultivo.
La composicion del medio AM2 (Martinez et. al., 2007) fue: 2.63 g/L (NH4),HPOy,,
0.87 g/L NH4H,PO,4, 1.0 mL/L MgSO47H,0O (1M), 1.5 mL/L elementos traza, 1.0
mL/L KCI (2M), 1.0 mL/L Betaina HCI (1M), 100 mg/L acido citrico. Los elementos
traza contienen (en g/L): 1.6 de FeClz, 0.2 de CoCl,6H,0, 0.1 de CuCl,, 0.2 de
ZnCl»4H,0, 0.2 de Na;MoO,, 0.05 de H3BO3 y 0.33 de MnCl,.4H,0,. El medio fue
suplementado con concentraciones diferentes de xilosa y glucosa. La composicion

del medio minimo M9 (Maniatis et al., 1982) para cultivo en mini-fermentadores,



contiene por litro: 6 g Na,HPO,; 3 g KH,PO,; 1 g NH,CI; 0.5 g NaCl; 1 ml de
MgSO,7H,0 1M; 0.1 ml de CaCl, 0.1M; 1 ml de Tiamina 1 mg/ml (esterilizada por

filtracion). El medio Luria (Maniatis et al.,, 1982) contiene por litro: 10 g
Bactotriptona; 5 g extracto de levadura; y 5 g NaCl. La composicion del medio bajo
en fosfatos usado en los cultivos para la medicidon de metabolitos intracelulares
contiene por litro: 0.263 g/L (NH4):HPO,4, 0.087 g/L NH4H,PO4, 0.3 mL/L
MgSO,47H,0 (1M), 1.5 mL/L elementos traza, 1.0 mL/L KCI (2M), 1.0 mL/L Betaina
HCI (1M). Los elementos traza contienen (en g/L): 1.6 de FeCl;, 0.2 de
CoCl,6H,0, 0.1 de CuCl,, 0.2 de ZnCl,4H,0, 0.2 de NazMoOQ,, 0.05 de Hz;BO3 y
0.33 de MnCl,.4H,0,.

7.2.3 Condiciones de cultivo.
Los cultivos anaerébicos se realizaron en sistemas de mini-fermentadores o mini-
fleakers (Beall et al., 1991), con un volumen de trabajo de 200 mL. La temperatura
se controlo a 37°C y el pH a 7.0 mediante la adicion automatica de KOH 2N. Para
garantizar el mezclado, los cultivos se mantuvieron a una velocidad de agitacién
de 100 rpm. Para los experimentos de medicién de metabolitos intracelulares, los
cultivos se llevaron a cabo en fermentadores de 500 mL, usando 400 mL de
volumen de operacion con las mismas condiciones utilizadas para las
fermentaciones en mini-fermentadores. Se utilizé6 una presién de nitrégeno de 0.1
a 0.3 bares en el espacio de cabeza del fermentador para mantener las
condiciones anaerObicas estrictas. Los cultivos aerobicos se realizaron en
matraces nefelométricos de 125 ml con 25 ml de medio AM2, a una temperatura

de 37°C, sin control de pH y una velocidad de agitacion de 300 rpm.

7.2.4 Muestreo para medicion de metabolitos intracelulares

Las muestras fueron tomadas usando un puerto anaerdbico disefiado en este
trabajo para tal fin (Anexo Il). Dos muestras fueron tomadas en diferentes puntos
de la fase de crecimiento exponencial para poder asumir la condicion de estado

pseudo-estable, demostrando que el cambio de la concentracion de los



metabolitos en el tiempo es igual a cero. Se analizaron 3 réplicas de cada
muestra. Al momento de la toma de muestra se agregaron 100 pL de metabolitos
obtenidos de un extracto de E. coli cultivada en glucosa uniformemente marcada
con C* para tal fin. Los metabolitos marcados en C** se utilizaron como estandar
interno de acuerdo a lo reportado por Wu et al (2005). Se utilizé el método
diferencial midiendo metabolitos en el caldo total y en el caldo filtrado (Taymaz-
Nikerel et al., 2009). El arresto de las actividades metabdlicas (quenching) y la
extraccion de metabolitos fue realizado con etanol caliente al 75% (Gonzalez et al
1997). Las muestras extraidas fueron secadas al vacio o liofilizadas y
almacenadas a -80°C hasta su andlisis. Las muestras fueron resuspendidas en
agua mQ vy filtradas antes de ser analizadas. El muestreo y extraccion para
tioésteres de CoA fue realizado con acetonitrilo frio, de acuerdo a Peyraud et al.,
(2009).

7.3 Métodos analiticos

7.3.1 Concentracion celular
La densidad 6ptica fue medida a 600 nm en un espectrofotometro Beckman (DU-
70) y convertida a peso seco de células (DCW: dry cell weight), de acuerdo a una
curva de calibracion: 1 DOgyp = 0.37 gpcw/l. Todas las muestras fueron
centrifugadas (5,000 rpm y temperatura ambiente); el paquete celular se deseché
y el sobrenadante se congel6 para su posterior andlisis. Las mediciones de
densidad Optica en los matraces nefelométricos se llevaron a cabo empleando un

fotocolorimetro Klett/summerson modelo 800-3.

7.3.2 Determinacidon de azucares y acidos organicos.
Las determinaciones de glucosa y xilosa, presentes en el sobrenadante, se
realizaron por cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC). Los productos
de fermentacion, &cidos organicos (acético, formico, succinico, lactico, etc.) y
etanol también fueron cuantificados por HPLC. Las determinaciones por HPLC, se
llevaron a cabo por cromatografia isocratica con H2SO4 5 mM como fase movil a

un flujo de 0.5 ml/min en una columna Aminex HPX-87H (Biorad) a 50°C. La



deteccidn de los compuestos separados, se llevo a cabo simultaneamente con un
detector de arreglo de diodos (Waters 996) y un detector de indice de refraccion
(Waters 410). El analisis y procesamiento de datos se realizd con el sistema
Milenium (Version 3.01 Waters). Las temperaturas interna y externa de la columna
fueron ajustadas a 45 y 50°C respectivamente. Los sobrenadantes de las
muestras a analizar se filtraron con membranas de 0.45 uym y se inyectaron
autométicamente con ayuda del autoinyector (Waters 717). Para la confirmacién
de los azucares y los productos analizados por HPLC se inyectaron estandares de

xilosa, acidos organicos, alcoholes e intermediaros metabdlicos.

7.3.3 Determinacion de metabolitos intracelulares

La cuantificacion de metabolitos intracelulares fue realizada por LC-ESI-MS/MS
como se describe en Kiefer et al (2007). Algunos metabolitos no pudieron ser
cuantificados debido a la falta de estandares o a que presentaron una alta
concentracion extracelular, enmascarando la concentracion intracelular. Para
medir la concentracion intracelular de piruvato se utiliz6 HPLC con una columna
Aminex HPX-87H con H,SO, 5mM como fase mavil, usando un detector de arreglo
de diodos a 200 nm. Los andlisis de tioesteres de CoA fueron realizados por LC-
MS usando un HPLC acoplado a un espectrometro de masas LTQ Orbitrap como
lo reportado por Peyraud et al., 2009.



8.- RESULTADOS Y DISCUSION

Este trabajo se divide en la caracterizacién primero en glucosa y luego en xilosa
de las cepas generadas. En la primera etapa se discute la generacion de cepas
homoléacticas y su caracterizacion en glucosa como fuente de carbono. En la
segunda, se presenta la modificacion de las cepas previamente obtenidas para la
eficiente conversidn de xilosa a D-lactato. Asi mismo, se analiza la caracterizacion

de las cepas obtenidas.

8.1 Primera seccion: resultados en glucosa
8.1.1 Generacion y caracterizacién de cepas productoras de D-

lactato
En la primera etapa del proyecto se construyeron cepas derivadas de E. coli
MG1655 a las que se les inactivaron secuencialmente los genes que codifican
para las enzimas fermentativas: piruvato formato liasa (pflB), alcohol
deshidrogenasa (adhE) y fumarato reductasa (frdA). La cepa obtenida,
denominada CL3 (MG1655 ApflB AadhE AfrdA), se caracteriz6 en mini-
fermentadores, con pH controlado (7) en medio mineral, M9 (Maniatis et al., 1982)
o AM2 (Martinez et al.,, 2007) glucosa 40 g/L. Se encontré6 que se obtiene un
rendimiento de conversion de glucosa a lactato del 95% respecto al tedrico.
Comparada con la cepa silvestre, se presenté una reduccién en la velocidad de
crecimiento del 40% y un aumento casi al triple, con respecto a la cepa silvestre,
en la velocidad especifica de consumo de azucar. Este aumento en el consumo de
glucosa puede ser atribuido a la disminucién del rendimiento de ATP cuando la
cepa produce Unicamente lactato. El resultado concuerda con un estudio en el que
mediante la disminucion del rendimiento de ATP, por la expresion de una ATPasa
heteréloga, se logré estimular el flujo glucolitico (Koebmann et al., 2002). El
aumento en el flujo glucolitico y el alto rendimiento de lactato obtenido a partir de
glucosa, hacen que la productividad volumétrica sea alta (1.11 g ac/L.h). Ademas,
usando el medio mineral AM2 (Martinez et al., 2007), se logr6 un aumento en la

produccion de biomasa (38%) comparado con lo que se obtenia usando el medio



M9, lo que impacta en la productividad volumétrica (1.31 gpac/L.h), siendo ésta la
mas alta reportada en un proceso tipo lote para una cepa de E. coli que no haya
sido sometida a evolucién adaptativa. Adicionalmente, se encontré que la cepa
CL3 tiene una relacion ATP/ADP 22% menor a la de la cepa MG1655. Lo anterior
se atribuye a que el rendimiento de ATP cuando Unicamente se produce lactato es
de 2 ATP/ mol de glucosa, de tal manera que la cepa CL3 tiene que incrementar
su flujo glucolitico para complementar sus necesidades de ATP para crecer. La
eliminacién del gen aceF en las cepas MG1655 y CL3 permitié concluir que el
complejo de la piruvato deshidrogenasa es funcional en las condiciones
evaluadas. Estos resultados sugieren que el flujo de piruvato a acetil-CoA en la
cepa CL3 y sus derivadas depende de la actividad del complejo de la PDH y que
el decremento en la relacion ATP/ADP causa un incremento en el flujo de glucosa
a lactato. Para determinar si el incremento en el flujo glucolitico en CL3 esta
relacionado con el transporte de glucosa, se midio la velocidad inicial de transporte
del azdcar. Se encontrd6 que las cepas MG1655 y CL3 presentaron la misma
velocidad, el no encontrar aumento en la velocidad de transporte de glucosa en la
cepa CL3 nos permite concluir que el transporte de glucosa no es un paso
limitante en la velocidad de consumo del mismo azucar en las condiciones
evaluadas. Los detalles de esta parte del trabajo, incluyendo la metodologia para
cuantificar la relacion ATP/ADP, el transporte de glucosa y los resultados en

extenso se muestran en el manuscrito presentado a continuacion.



8.1.2 Presentacién de manuscrito
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Abstract A derivative strain of Escherichia coli MG1655
for p-lactate production was constructed by deleting the
pAB, adhE and frdA genes; this strain was designated
“CL3.” Results show that the CL3 strain grew 44% slower
than its parental strain under nonaerated (fermentative)
conditions due to the inactivation of the main acetyl-CoA
production pathway. In contrast to E. coli B and W3110
pfiB derivatives, we found that the MG1655 pflB derivative
is able to grow in mineral media with glucose as the sole
carbon source under fermentative conditions. The glyco-
Iytic flux was 2.8-fold higher in CL3 when compared to the
wild-type strain, and lactate yield on glucose was 95%.
Although a low cell mass formed under fermentative condi-
tions with this strain (1.2 g/L), the volumetric productivity
of CL3 was 1.31 g/lL h. In comparison with the parental
strain, CL3 has a 22% lower ATP/ADP ratio. In contrast to
wild-type E. coli, the ATP yield from glucose to lactate is 2
ATP/glucose, so CL3 has to improve its glycolytic flux in
order to fulfill its ATP needs in order to grow. The aceF
deletion in strains MGI1655 and CL3 indicates that the
pyruvate dehydrogenase (PDH) complex is functional
under glucose-fermentative conditions. These results sug-
gest that the pyruvate to acetyl-CoA flux in CL3 is depen-
dent on PDH activity and that the decrease in the ATP/ADP
ratio causes an increase in the flux of glucose to lactate.
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Introduction

p-Lactate demand has increased as consequence of its use
in biopolymer applications. This compound can be trans-
formed into a polymer that can be used as a substitute for
oil-derived plastics and has the advantage of being biode-
gradable. The properties of polylactides can be controlled
by using different proportions of each of the two lactate iso-
mers [15]. Lactate can be produced in fermentative pro-
cesses by bacteria using glucose as a raw material. Lactic
acid bacteria have been used for this purpose; however,
complex nitrogen sources are needed to obtain elevated
productivities [14]. Escherichia coli is able to grow in min-
eral media under fermentative conditions, and it produces
D-lactate as part of a mixture of products [2]. With the aim
of increasing lactate production, metabolically engineered
strains of E. coli have been generated and studied. The most
commonly used strategy for strain generation involves
inactivation of the pyruvate formate lyase (pfl) [5. 16, 21].
Under anaerobic conditions, 45% of the pyruvate flux is
channeled through PFL [3]: acetyl-CoA and formate are
produced by this enzyme. The pfl mutants can produce lac-
tate as the main fermentation product, showing high sugar-
to-lactate conversion yields, but their growth capacity is
drastically hindered as a consequence of the limited flux to
acetyl-CoA [16, 22]. These previous studies were done
using derivatives of the E. coli strains W3110 and B.
W3110 derivatives display poor growth in mineral media
with glucose as the sole carbon source, so lactate productiv-
ities are low [16]. E. coli B derivatives engineered for
p-lactate production rapidly ferment 10% (w/v)) glucose but
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Table 1 Strains and plasmids

used in this work Strain Relevant genotype Source
MG1655 Wild type Laboratory stock (this strain came from
Dr. Blattner’s laboratory. and shows
no growth defects under anaerobic conditions)
CL3 MG1655 ApfiB AadhE AfrdA This work
CL3 aceF CL3 AdaceF::cat This work
MG1655 aceF MG1655 daceF::cat This work

when wild-type E. coli strains were cultivated under the
abovementioned conditions. These conditions were main-
tained during the exponential and stationary phases of the
fermentations. Although the cultures were not sparged with
an inert gas in the headspace of the mini-fermentors, the
behavior described above indicates that anaerobic condi-
tions were maintained during most of the time covered by
the batch cultures (from 24 to 30 h). All fermentations were
carried out in triplicate (average and standard deviations are
shown in plots and tables).

Analyses

Growth was determined spectrophotometrically as the
optical density at 600 nm (DU-70, Beckman Instruments,
Inc., Fullerton, CA, USA) and converted to dry cell weight
per liter using a calibration curve (1 optical density =
0.37 gpew/L). Samples were centrifuged and the cell-free
culture broth was frozen until analysis. Glucose, ethanol,
acetic, formic, succinic, lactic, and pyruvic acids were
determined by HPLC analysis (Waters U6 K, Millipore
Co.. Milford, MA, USA), using an Aminex HPX-87H ion
exclusion column (300 x 7.8 mm; Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA), with a 5.0 mM H,S50, solution used
as the mobile phase (0.5 mL/min) at 60 °C, and with a pho-
todiode array detector at 210 nm (Model 996, Waters,
Millipore Co.) and a refractive index detector (Model 2410,
Waters, Millipore Co.).

Measurements of the intracellular ATP
and ADP concentrations

To measure the ATP/ADP ratio, a nucleotide extraction
was performed using hot phenol. as reported by Koebmann
etal. [9]. The ATP and ADP concentrations were then mea-
sured using the ENLITEN® ATP assay (PROMEGA, Mad-
1son, WL, USA), as recommended by the manufacturer. The
concentration of ATP was measured first, and then the ADP
content in the same sample was converted to ATP by add-
ing 2U of pyruvate kinase, 1 mM phosphoenolpyruvate
(PEP). 5 mM KCl and 50 mM MgCl,, and the concomitant
increase in luminescence was recorded.

Measurement of the initial rates of glucose transport

Cells were harvested from fermentations in the mid log
phase (5,000 g for 10 min at 4 °C), cooled on ice, washed
in Ix AM?2 salts, and dissolved in the same medium with-
out sugars at an 0Dy, of 0.5. Since the cells were kept on
ice before the transport experiments, metabolic activity was
reduced, so it is considered that the amount of sugar trans-
port protein is the same as that present during growth under
fermentative conditions. For the [”C]—glucosc uptake
assays, 540 uL of cell suspension were incubated for
15 min at 37 °C, and then the reaction was started by add-
ing 60 uL of ["C)-glucose (0.5 mM, 5 mCi/mmoal). The
reaction was kept at 37 °C with shaking, and 50 pL. samples
were taken at 0, 1, 2, 3. 5, and 10 min intervals. Samples
were filtered immediately through membrane filters (pore
size 0.22 um) and washed three times with AM2 salts. Fil-
ters were dried and placed in vials with 5 mL of Ecolile
scintillation cocktail (ICN Biomedicals. Costa Mesa, CA,
USA). Radioactivity was measured in a scintillation
counter (Beckman LS6000IC, Fullerton, CA, USA). Pro-
tein was measured with the Folin phenol reagent [11]. The
[MC]—qucosc uptake rates were calculated from the initial
linear data in a plot of intracellular []4C]—glumsc versus
time. A Student’s f-test with a P value of =0.05 was
applied to each set of data in order to determine statistical
dilferences in [ATP/[ADP] ratios and glucose (ransporl
rales.

Results
Fermentation performance

Batch fermentations were carried out in AM2 mineral
medium in controlled-pH mini-fermentors. Growth rate,
biomass yield. glucose consumption rate, and fermenta-
tion products were measured. Figure 2 and Table 2 show
that the CL3 strain grew at 0.24 h™!, 44% slower than
the parental strain MG1655 (0.44 h™'). The parental
strain produced up to 3 g/l of dry cell weight and con-
sumed 43 g/ of glucose in 24 h. MG1655 showed
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Fig. 2 Fermentation of 4% glucose by MG1655 (A) and CL3 (B).
Filled inverted triangles, glucose; asterisks, cell mass; circles, lactate;
squares, acetate

mixed acid fermentation, and the main products were
formate, ethanol, lactate and succinate
(Table 2). CL3 had a 61% lower final cell concentration
than MG1655, but it consumed the 43 g/L of glucose in
less than 30 h (Fig. 2). As a consequence of the fermen-
tation pathway deletion, lactate yield was 95% (g/g) in
CL3. No formate, succinate or ethanol were detected in
the fermentation broth, and less than 1.0 g/L. acetate was
produced by CL3 at the exponential phase, which was
partially consumed during the stationary phase. During
the exponential growth phase, the specific glucose con-
sumption rate was 2.8-fold higher in CL3 than in the
parental strain (Table 2). In addition, the specific lactate
production rate was 35-fold higher in CL3. The mea-
sured volumetric productivity of lactate for CL3 was
1.31 ¢/L h.

acelate,
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Fig. 3 Glucose transport rate kinetics for MG1655 (straight line) and
CL3 (dotted line)

Measurement of glucose transport capacity

In order to investigate if the increase in the specific glucose
consumption rate showed by CL3 had an effect on the rate
of glucose transport, and considering that it is the first step
of glycolysis, the glucose transport rate was measured
(Fig. 3). A Student’s #-test (P value of <0.05) showed that
the glucose transport rates for CL3 (11.2 £ 0.46 nmolg,/
MEproren Min) and MG1655 (10.6 £ 0.21 nmol g /mgppe.
ey Min) were not significantly different. These results
show that the glucose transport capacity of CL3 is not
higher than the parental strain under the evaluated condi-
tions, so glucose transport is not a limiting step in glucose
consumption for the MG 1655 strain.

ATP/ADP ratio

Homolactic fermentation from glucose yields only 2 ATP/
mol ol glucose, compared to mixed fermentation in wild-
type E. coli that yields 3 ATP/glucose. The slower growth
rate displayed by CL3 and the observed glycolytic flux
increase may be attributed to a lower ATP pool [9, 22].
Table 2 shows that the ATP/ADP ratio in CL3 was 22%
lower than the ratio in the wild-type strain. The Student’s

Table 2 Specific growth rate (), specific glucose consumption rate (gs), specific lactate production rate (gp), fermentation products, lactate yield
on glucose (Yp,), ATP/ADP ratio, and volumetric productivity (Q ) for MG1655 and CL3 strains

Strain uh™h qs(g/lgh) gp(g/gh) Lactate Acetate Formate Ethanol Succinate Yy (g/g) ATP/ADP(—) @,
(gL (gL (gL)* (glL)*  (g/Ly® (g/L h)

MG1655 044 (0.018) 2.33(0.20) 0.09(0.05) 2.88 11.39 10.19 5.26 2.20 0.083 0.873(0.143) 0.305

CL3 0.24 (0.004) 643 (0.36) 4.92(0.63) 3920 047 ND ND ND 0.95 0.685 (0.039) 1.31

Where appropriate, values in parentheses indicate the SD
ND. not detected

¢ Maximum amount of product detected
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I-test shows that this difference is statistically significant
(P value of <0.05).

PDH contribution to acetyl-CoA formation in CL3

In order to quantify the contribution of pyruvate dehydro-
genase (PDH) complex activity to acetyl-CoA formation
from pyruvate in CL3, the gene aceF was deleted in both
the MG1655 and the CL3 strains (Table 1, Fig. 1). Pheno-
typic analyses were carried out in anaerobic jars using solid
mineral media with glucose or glucose and acetate mixtures
(see “Culture conditions™ for details). Results showed that
aceF deletion caused acetate auxotrophy under aerobic
conditions for both strains (MG1655 and CL3). Under
anaerobic conditions, MG1655 AaceF was able (o grow
without acetate supplementation, but CL3 AaceF was nol
able to grow in glucose as the sole carbon source. These
results indicate that PDH contributes to acetyl-CoA forma-
tion in CL3 under fermentative conditions.

Discussion

In contrast to other p-lactate production strains reported
elsewhere, CL3 shows several advantages: (a) a growth rate
of 0.24 h~" and a maximal cell concentration of 1.2 afl: (b)
a95% lactate yield from glucose; (c) less than | g/L of ace-
tate as byproduct; and (d) a high glycolytic flux. Under the
evaluated conditions, CL3 achieved a volumetric produc-
tivity of 1.31 g/L, which is the highest reported for an une-
volved strain of E. coli in batch fermentation. The effects of
pfl knockout on enzyme activities, intracellular metabolite
concentrations and production yields under microaerobic
conditions have been previously studied using E. coli
BW25113 derivatives [22]. Results show that the ATP/
AMP ratio in the pfl knockout is 44% lower compared to
the progenitor strain, and glycolytic flux and the activity
levels of glycolytic pathway enzymes are increased. It has
been proposed that the ACK-PTA pathway may be active
in the direction that produces acetyl-CoA from acetate
while consuming | mol of ATP (see Fig. 1) [22]. The
acetyl-CoA pool under microaerobic conditions was the
same as in the parental strain, but cell yield was lowered.
Low succinate formation was also found, even upon sup-
plying CO,, which indicates that in the phosphoenol pyru-
vate node the pyruvate kinase reaction showed a higher flux
than phosphoenol pyruvate carboxylase; hence the ATP
demand is favored over other reactions, favoring homolac-
tic fermentation [22].

In contrast to aerobic conditions, where pyruvate dehy-
drogenase (PDH) is more active, in our experiments the
only pyruvate dissimilation pathway is p-lactate fermenta-
tion. It has been demonstrated that a low ATP/ADP ratio

increases glycolytic flux under aerobic conditions [9]. The
lower ATP/ADP ratio found in CL3 when compared (o the
parental strain, and the conversion of acetate to acetyl-CoA
by the ACK-PTA pathway, as has previously been pro-
posed for pfl mutants, may be the causes of the 2.8-fold
increase in the specific glucose consumption rate shown by
CL3. The slow growth rates and reduced cell yields of pre-
viously reported pfl mutants of E. coli have been attributed
to the lack of flux of pyruvate to acetyl-CoA and to the
lower ATP yield in homolactic strains [16, 22]. Using
E. coli B, it has previously been shown that there is ~5%
residual PDH activity under anaerobic conditions relative
to aerobic culture conditions [18]. In addition, it has been
shown that PDH can carry out the pyruvate to acetyl-CoA
conversion in pfl mutants that have evolved to produce eth-
anol with the native E. coli pathway [8. 18]. These previous
results show the capacity of PDH to carry out pyruvale to
acetyl-CoA conversion, even under nonaerobic conditions.
Our results show that the residual activity of PDH under
anaerobic conditions, possibly due to incomplete transcrip-
tion repression, may be responsible for acetyl-CoA forma-
tion in CL3; this characteristic may constitute the main
phenotypic difference between MGI1655 derivatives and
other parental strains used in the development of lactic-
acid-producing E. coli strains.

The transport rate measurements experiments revealed
that the low ATP/ADP ratio has no influence on the E. coli
glucose transport capacity; hence, the higher glucose con-
sumption rate shown by CL3 may be dependent on higher
activities of glycolytic enzymes [22], and may perhaps be
due to changes in feedback regulation, as PFK and PYK
enzymes are susceptible to ATP, phosphoenol pyruvate or
pyruvate inhibition [6].

The production of lactate by pfl mutants of E. coli has
been widely reported [13, 16, 19-22]. W3l 10-based bio-
catalysts with pfl and other fermentative gene deletions (frd
and adhE)—strains SZ40 and SZ58—were able to produce
optically pure p-lactate in mineral media with a 98% yield
from glucose. However, as previously mentioned for pfl
mutants, cell yield is drastically reduced (0.495 g/L), and so
the volumetric productivity is also reduced (0.66 g/L h)
[16]. Adaptive evolution has been used as a method to
overcome the growth limitations resulting from pfl deletion.
p-Lactate-producing derivatives of E. coli B have been
developed using these approaches. Strain SZ132 was
obtained using LB medium with 10% glucose. No results
for the initial strain in mineral media are reported [21]. Fur-
ther improvements were made by using several rounds ol
adaptive evolution, adding 1 mM of betaine [17] and delet-
ing genes [rom the methylglyoxal bypass pathway. High
lactate yields and productivities, up to 2.88 ¢/L h in mineral
media, were reported [7, 17] for the evolved strain. Our
work shows that, compared with other progenitor strains,
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MG1655 has a better genetic background for p-lactate pro-
duction. The glycolytic and lactate fluxes achieved by CL3
are the highest reported for an unevolved E. coli pfl mutant.
These characteristics make CL3 a good candidate for use in
D-lactate production.
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8.1.3 Determinacion de metabolitos intracelulares

Como se mencioné previamente, CL3 tiene un flujo glucolitico mayor que
MG1655, las modificaciones llevadas a cabo en CL3 ocasionan que el piruvato
tenga que ser transformado en D-lactato para mantener el balance redox. Se
realizd la determinacion de la concentracion intracelular de metabolitos en las
cepas MG1655 y CL3 en glucosa. Dichos experimentos fueron realizados en
reactores de 500 mL, utlizando 400 mL de volumen de trabajo y una
concentracion de glucosa de 10 g/L. Las mediciones realizadas muestran que CL3
tiene mayor concentracion de metabolitos en la via glucolitica y en la via de las
pentosas fosfato. El piruvato es un metabolito clave para ser medido, pues su
principal via de consumo en condiciones fermentativas esta eliminada (Pfl). El
incremento en las pozas de los metabolitos puede estar favorecido por la
acumulacion de piruvato en CL3, ya que la actividad de la lactato deshidrogenasa
de E. coli es activada tanto alostérica como transcripcionalmente por piruvato
(Jiang et al., 2001), para sostener la elevada produccion de lactato que presenta la
cepa CL3 debe ser necesario activar dicha actividad enzimética. La figura 8.1
muestra las relaciones de concentracion de metabolitos en CL3/MG1655. El
aumento en las pozas de los metabolitos en la cepa CL3, comparada con la cepa
MG1655 es conservado para todos los metabolitos medidos con excepcion de la
glucosa 1-fosfato y de la acetil-CoA. La acumulaciéon de G6P, FBP y piruvato
comparada con la cepa silvestre fue previamente reportada para mutantes en pflB
(Zhu y Shimizu, 2004). La relacion acetil-CoA/CoA en CL3 esta reducida al 50%
con respecto a la encontrada en MG1655. Esto es de esperarse por la eliminaciéon
de pflB en CL3, la menor poza de acetil-CoA podria estar limitando el crecimiento
de CL3. ElI aumento de metabolitos encontrados en el presente experimento ha
sido explicado como una respuesta celular a la necesidad de acumulacion de
piruvato para la activacion de la lactato deshidrogenasa. De tal forma que existe
una respuesta en el resto de los metabolitos de las vias centrales de carbono, lo
que permitiria compensar y asi mantener la direccion del flujo glucolitico. Las

reacciones de FBP a PEP en la glucdlisis son reversibles y se ha encontrado que



no estan fuertemente direccionadas hacia la formacion de PEP, de tal manera se
ha propuesto que un incremento en la poza de los metabolitos de la parte baja de
la via debe ser compensado en la parte alta. Lo anterior para mantener la
direccionalidad de la misma (Bennet et al., 2009).
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Fig. 8.1 Concentracion de metabolitos intracelulares en las cepas MG1655 y CL3. Los
nameros indican la relacion de las concentraciones entre las cepas CL3/MG1655



8.2 Segunda seccidn: resultados en xilosa
8.2.1 Caracterizacion cepas homolacticas en xilosa

Como se mencion6 en los antecedentes, se reportd previamente que las cepas
carentes de la piruvato formato liasa (Pfl) son incapaces de crecer en medio
mineral, en condiciones anaerodbicas, con xilosa como Unica fuente de carbono
(Hasona et al., 2004). Se caracterizo la cepa CL3 en AM2-xilosa y se encontrd
que, contrastando con lo reportado anteriormente, son capaces de crecer a una
velocidad baja, de 0.08 h™. Comparado con lo obtenido en glucosa, en CL3 se
tiene una velocidad de crecimiento menor en un 63% y una velocidad especifica
de consumo de azucar menor en un 81% cuando se utiliza xilosa como Unica
fuente de carbono. La reduccién en la velocidad de crecimiento es del 68%
comparada con la cepa silvestre en xilosa. Dicha reduccién es mas drastica que la
encontrada para la misma cepa creciendo en glucosa. La reduccion en la
velocidad de crecimiento y en la velocidad de consumo de xilosa limita la
productividad volumétrica de la fermentacidn a solo 0.375 g.ac/L. h. Esto es solo el
29% de lo obtenido en glucosa en las mismas condiciones (1.31 g ac/L.h). Por tal
motivo, se decidid continuar trabajando en la modificacién de la cepa CL3 para

una conversion a mayor velocidad de xilosa a D-lactato (Tabla 8.1).



Tabla 8.1Comparacion de parametros cinéticos entre las cepas CL3 (MG1655
ApflIB AadhE) y su progenitora (MG1655)

Parametro Glucosa Xilosa
MG1655 CcL3 MG1655 CcL3
U
(h'l) 0.44 0.24 0.28 0.08
X max
2.8 1.23 2.08 1.12
(9owc/L)
Ys 2.33 6.43 0.98 12
(gazucar/ ngc-h)
de 0.09 4.92 0.037 1.4
(dLact/9owce.h)
Rendimiento
(g Lact/g azucar)% 40 95 11 95

8.2.2 Eliminacién del sistema de transporte xylFGH

Como se mencion6 en los antecedentes, el uso de un transportador de xilosa
dependiente de ATP (tipo ABC), que utiliza una mol de ATP por cada mol de xilosa
internalizada, es una limitante para el crecimiento de las cepas mutantes en pfl en
condiciones fermentativas (Hasona et al., 2004). Para tratar de aumentar el
rendimiento de ATP por mol de xilosa, se llevo a cabo la eliminacion de los genes
que codifican para dicho transportador (xylF, xylG, xylH) en la cepa CL3 y se
obtuvo la cepa denominada JUO1 (E. coli MG1655 ApflIB AadhE Afrd
AxylFGH::Km). La cepa JUO1 se caracteriz6 en medio AM2-xilosa 40 g/L y se
encontré que crece a una velocidad de 0.12 h™, 50% mas rapido que la cepa CL3.
Esto sugiere que se utiliza un sistema alternativo de transporte de xilosa no
dependiente de ATP, tal como XylE o AraE, entre otros, lo que permitiria un mayor
rendimiento de ATP por mol de xilosa metabolizada y esto explicaria el aumento

en la velocidad de generacién de biomasa. Asi mismo, la cepa JUO1 consumio 40



g/L de xilosa en un tiempo menor a 72 horas (Tabla 8.2) aumentando la
productividad volumétrica en un 34% en comparacion con CL3. La cepa JUO1 fue
capaz de crecer y consumir xilosa sin limitacion aparente en el transporte de la
pentosa. El sistema de transporte XyIFGH es un sistema de alta afinidad (Km 0.2 —
4 uM) por la xilosa, el simporter XylE tiene una menor afinidad que el anterior,
aungue estéa en el orden de los micromoles (Km 63-169 uM). En los experimentos
anteriores las concentraciones de xilosa utilizadas fueron de 40 g/L (0.26 M), por
lo tanto la menor afinidad de XylE o de otro sistema de transporte utilizado para la
xilosa no es un factor determinante en la capacidad de utilizacion de la pentosa. El

transporte de xilosa se abordara de nuevo en la seccion 8.2.4 de la presente tesis.

Tabla 8.2 Comparacion de pardmetros cinéticos durante la fase exponencial de

crecimiento, CL3 (MG1655 ApflB AadhE AfrdA) y JUO1 (MG1655 ApflB AadhE AfrdA
AXYIFGH::Km)

Parametro cL3 JuoL
u
(h'l) 0.08 0.12
X max
1.12 1.
(9powc/L) 09
ds
(Qazicar 1.2 1.4
dowc-h)
Qe
1.4 1.7
(9Lac/9pwe.h)
Qvol
A4 _
(gLact/ngc.h) 0.40 0.53
Rendimiento
(g Lact/g 95 95
azucarn%

8.2.3 Evolucion adaptativa

Se sometié a la cepa JUOL a un proceso de evolucion adaptativa con el objetivo
de aislar una mutante que fuera capaz de crecer mas rapidamente en xilosa como
Unica fuente de carbono y convertirla a D-lactato con una productividad mas
elevada de la que se tiene con JUOL. La evolucién adaptativa se llevd a cabo en



dos etapas. En la primera etapa se hicieron 9 transferencias en medio AM2 con 40
g/L de xilosa. En esta etapa no se logré incrementar significativamente la
velocidad de crecimiento ni la produccién de acidos organicos evaluada a través
del consumo de base utilizada para controlar el pH en el minifermentador. En la
segunda etapa, se decidio utilizar una concentracion de 120 g/L de xilosa para
aumentar la presion de seleccion y asi obtener mutantes con mejor capacidad de
crecer en xilosa en concentraciones totales de azucares similares a las
encontradas en hidrolizados de bagazo de cafa (Martinez et al., 2001). A través
de este proceso de evolucion adaptativa (figura 8.2), se aisl6 una cepa
denominada JU15 (MG1655 ApflB AadhE AfrdA AxylFGH::Km evolucionada). La
cepa JU15 no fue capaz de completar la fermentacion de 120 g/L de xilosa que se
habia propuesto como meta del proceso de evolucion adaptativa. Buscando lograr
el objetivo mencionado anteriormente se llevd a cabo una segunda ronda de
evolucion. Partiendo de la cepa JU15, se hicieron 17 pases en 23 dias, de los
cuales se aisl6 y caracterizo la cepa JU32. Durante esta etapa de evolucion no se
observéd ninguna ganancia en la cantidad de biomasa obtenida, ni se aumento la
velocidad de crecimiento, asi mismo no se logré completar la fermentacion de 120
g/L de xilosa. La cepa JU32 present6 una velocidad de crecimiento similar a JU15
(0.19 h™) y no redujo el tiempo de fermentacion de 40 g/L de xilosa. Esto permite
sugerir que con lo obtenido previamente en la cepa JU15 probablemente se esta
llegando al limite de lo que el sistema de evolucién adaptativa permite alcanzar en
las condiciones empleadas, y que se necesitan otras estrategias para aumentar la
capacidad de las cepas para metabolizar la xilosa. Habiendo logrado una mejoria
sustancial en la capacidad de las cepas para convertir la xilosa en D-lactato, y
para fines del presente proyecto se decidio utilizar a la cepa JU15 para su

caracterizacion.



DO 600nm

2 Vall Yoy

e e g e
Xilosa Xilosa Xilosa
5
A B

4_

IS

S 3

o

(o]

@)

A 27
1_

T T 0 M| v T T
0 100 200 300 0 100 200 300
Tiempo (h) Tiempo (h)

Fig. 8.2 Esquema de la estrategia utilizada para la evolucion adaptativa. A) Primera etapa
de evolucion con 40 g/L de xilosa B) segunda etapa de evolucién con 120 g/L de xilosa

8.2.3 Resultados de la conversion de xilosa en D-lactato

Las cepas generadas fueron caracterizadas en su capacidad de conversion de
xilosa a D-lactato. La figura 8.3 compara la velocidad de crecimiento y la velocidad
especifica de consumo de xilosa de las cepas MG1655, CL3, JUO1 y JU15. Como
se menciond previamente, la eliminacion de las vias fermentativas,
especificamente de Pfl, en la cepa homoléactica CL3 causa una reduccion del 63%

en la velocidad de crecimiento comparada con la cepa silvestre MG1655.
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Mediante la eliminacion del sistema de transporte dependiente de ATP (xylFGH),
se logré6 aumentar la velocidad de crecimiento en un 50% en la cepa JUO1. La
cepa JU15, aislada a partir del proceso de evolucion adaptativa, logré incrementar
un 50% su velocidad de crecimiento con respecto a JUO1 y con respecto a CL3 se
incremento 1.25 veces. En cuanto a la velocidad especifica de consumo de xilosa,
se encontr6 que las variaciones entre las cepas MG1655, CL3 y JUO1 no son
significativas. Sin embargo, la cepa JU15 incrementd al doble su velocidad
especifica de consumo de xilosa comparada con las demas cepas. La
productividad volumétrica de D-lactato con la cepa JU15 fue de 0.75 g/L y el
rendimiento de produccién de D-lactato en JU15 es 95%, como lo encontrado para
las cepas CL3 y JUO1. Usando HPLC con una columna quiral se determind que el
D-lactato producido con JU15 es Opticamente puro.

0.3

0.24

g™

0.14 — —

MG1655 CL3 Juol JU15

gs (gxi/gpcw-h)

MG1655 CL3 Juol JU15

Fig 8.3. A) Velocidad de crecimiento y B) velocidad especifica de consumo de
xilosa de las cepas MG1655, CL3, JUO1 y JU15.



Durante el desarrollo del presente proyecto la cepa JU15 fue empleada en un
estudio para la conversién de hidrolizados de la fraccion hemiceluldsica de bagazo
de cafia (Trujillo-Martinez 2008). Mediante evolucion llevada a cabo haciendo
pases para adaptar a la cepa a un medio con una composicion similar a los
encontrado en los hidrolizados de la fraccion hemiceluldsica, se obtuvo una cepa
derivada capaz de tolerar concentraciones elevadas (aprox. 20 g/L a pH 7.0) de
acético a la que se nombré JU15A. Dicha cepa fue utilizada para la fermentacién
de hidrolizados de la fraccion hemicelulésica de bagazo de cafia obtenidos en la
planta piloto del IBt-UNAM. La cepa JU15A mostré la capacidad de fermentar
todos los azucares presentes en los hidrolizados (Xilosa 59 g/L, glucosa 8 g/L,
arabinosa 3 g/L) con rendimiento del 100% de conversién y una productividad de
0.5 g/L.h en un proceso lote a un volumen de 10L. De la misma manera, la cepa
JU15A fue modificada para la produccion de etanol llevando a cabo la eliminacion
del gen que codifica para la lactato deshidrogenasa (IdhA) y la insercion de los
genes pdc y adhll de Zymomonas mobilis (Fernandez-Sandoval 2009). A la cepa
carente de IdhA se le integr6 en cromosoma el gen que codifica para la lactato
deshidrogenasa de Bacillus subitlis, esta cepa nombrada LL26 es capaz de
convertir la xilosa a L-lactato con la misma velocidad que JU15 para D-lactato
(Leal, 2010). EIl disefio original de la cepa JU15, asi como sus derivadas, fueron
protegidos en la solicitud de patente presentada al Instituto Mexicano de la
Propiedad Industrial titulada: “Cepas de Escherichia coli modificadas por ingenieria
metabolica para la produccion de compuestos quimicos a partir de lignocelulosa
hidrolizada, pentosas, hexosas u otras fuentes de carbono” cuyo resumen se

presenta en el anexo |I.

8.2.4 Transporte de xilosa

Se decidié evaluar la sobreexpresion del gen que codifica para la permeasa de
galactosa (galP), debido a que es factible una deficiencia en el transporte de xilosa
por parte de las cepas a las que se les elimind el transportador de xilosa de mayor

afinidad (xylFGH). GalP es un simporter inespecifico que se ha evaluado para el



transporte de xilosa en E. coli (Hernandez-Montalvo et al.,, 2001). Se
transformaron ambas cepas (JUOL1 y JU15) con el plasmido pCLv1GalP, que es
derivado del vector pCL1920 y contiene el gen galP bajo el control del promotor
trc, siendo inducible por IPTG. Se llevaron a cabo experimentos aerdbicos en
matraces agitados, ya que se observo que la carga metabdlica presentada por
plasmidos multicopia enmascara los efectos de la expresion del gen a evaluar en
condiciones anaerdbicas. Se comprob6 que la sobreexpresiéon de galP no favorece
incrementos significativos en la velocidad de crecimiento, ni en la velocidad de

consumo de xilosa de las cepas JUO1 y JU15 (datos no mostrados).

En los experimentos anteriores no se observo limitacion de transporte de xilosa en
la cepa JU15. Se propone medir el mismo para confirmar esta observacion y
caracterizar la capacidad de las cepas JUO1l y JU15 (mutantes en los genes

xylFGH) en su transporte de xilosa.

8.2.4.1 Inactivacion de xylE

Para evaluar la contribucion del simporter XylE al transporte de xilosa se llevo a
cabo su interrupcion en las cepas MG1655, CL3, JUOL1 y JU15. En experimentos
en condiciones no aireadas con xilosa 40 g/L se encontré que la cepas JUOL y
JU15 redujeron su velocidad de crecimiento en 24% y 45% respectivamente. Sin
embargo, fueron capaces de crecer en xilosa como Uunica fuente de carbono. Estos
resultados indican la presencia de transportadores inespecificos-alternos, capaces
de internalizar xilosa a la célula y que podrian estar reemplazando el papel del
sistema de transporte codificado por xylFGH.

8.3 Secuenciacion del genoma de JU15

Se llevé a cabo secuenciacion genomica comparativa de la cepa JU15 (CGS:
comparative genome sequencing; Roche-NimbleGen). A través de esta



secuenciacion se pueden detectar mutaciones puntuales o SNP’s (Single
nucleotide polymorfisms); regiones cromosomales eliminadas, asi como
duplicaciones de genes. Se reportaron 5 mutaciones puntuales en regiones
codificantes y 26 en regiones intergénicas. En el mapa de mutaciones reportado
por la compafiia se encontré una region de 27.4 kb donde se muestra hibridacion
de la cepa de referencia (JUOL) y en la cepa problema no hay hibridacién, lo que
podria indicar una posible eliminacion de la regién completa. Para confirmarlo se
hizo una reaccién de amplificacion por PCR y en lugar de obtener un producto del
tamafo esperado en un fondo silvestre se obtuvo un producto de 700 pares de
bases aproximadamente, confirmando la eliminacion de dicha region.
Adicionalmente, se resecuenciaron la totalidad de las mutaciones reportadas, se
encontré6 que solo uno de los cambios reportados fue verdadero. Lo que nos
permite concluir que a través de la secuenciacion gendmica comparativa realizada
se lograron detectar:
e Una eliminacion de 27.4 kb

e Una mutacién puntual en el gen gatC

En la tabla 8.3 se muestran los genes codificados en la regién eliminada.
Destacan los genes implicados en la respiracion, tanto citocromos y grupos hemo,
como los implicados en la respiracion de nitratos. Asi mismo se encontro la
eliminacién de ompC y de un gen que codifica para un dominio de una malato

deshidrogenasa (mqo).



Tabla 8.3 Genes y productos eliminados en JU15

Gen Producto

insH IS5 transposase and trans-activator

narP DNA regulatory system with NarQ or NarX
binding response regulator in two component

ccmH heme lyase, CcmH subunit

cemG periplasmic thioredoxin of cytochrome c-type biogenesis

ccmF heme lyase, CcmF subunit

ccmE periplasmic heme chaperone

ccemD cytochrome c biogenesis protein

cemC heme exporter subunit

ccmB heme exporter subunit

cCmA heme exporter subunit

napC nitrate reductase, cytochrome c-type, periplasmic

napB nitrate reductase, small, cytochrome C550 subunit, periplasmic

napH ferredoxin-type protein essential for electron transfer from ubiquinol to
periplasmic nitrate reductase (NapAB)

napG ferredoxin-type protein essential for electron transfer from ubiquinol to
periplasmic nitrate reductase (NapAB)

napA nitrate reductase, periplasmic, large subunit

napD assembly protein for periplasmic nitrate reductase

napF ferredoxin-type protein, predicted role in electron transfer to periplasmic nitrate
reductase (NapA)

ijO hypothetical protein

eco ecotin, a serine protease inhibitor

mgo malate dehydrogenase, FAD/NAD(P)-binding domain

y0j| fused predicted multidrug transport subunits of ABC superfamily: membrane
component/ATP-binding component

alkB oxidative demethylase of N1-methyladenine or N3-methylcytosine DNA lesions

ada fused DNA-binding transcriptional dual regulator/O6-methylguanine-DNA
methyltransferase

apr predicted thiamine biosynthesis lipoprotein

ompC outer membrane porin protein C

rcsD phosphotransfer intermediate protein in two-component regulatory system with
RcsBC

csB DNA-binding response regulator in two-component regulatory system with
RcsC and YojN

rcsC hybrid sensory kinase in two-component regulatory system with RcsB and YojN

La mutacion encontrada en gatC provoca el cambio de una Serina por una
Leucina en el aminoacido 183 de la proteina (451 aminoéacidos). Esto afecta en el
dominio tipo PTSIIC y en una region transmembranal predicha. EI dominio IIC de
los sistemas PTS forma el canal de translocacion y el sitio de unidn especifico

para cada sustrato.



8.3.1 Efecto de los cambios a nivel gendmico en el fenotipo de
JU15

Para determinar la contribucion de la pérdida de los genes codificados en la region
antes mencionada en el fenotipo de JU15 se realiz6 la secuenciacién del
fragmento restante en JU15 y posterior eliminacion de dichos genes en la cepa
progenitora JUOL. Una vez obtenida la cepa denominada JUO1Areg, se caracterizd
en mini fermentadores con control de pH en medio mineral-xilosa 40 g/L y
condiciones no aireadas. La velocidad de crecimiento que presentd la cepa
JUO1Areg es similar a la de la cepa JUO1, en cuanto a la velocidad de consumo
de xilosa y de formacién de acidos organicos se encontré que es también similar a
la cepa JUO1 (Fig. 8.4). Lo anterior plantea que la pérdida de la region de 27.4 kb
no resulta benéfica para la cepa JUOL (en relacion al crecimiento no aireado en
medio mineral con xilosa y la produccion de lactato), y que es posible que los
cambios en el fenotipo de JU15 sean resultado de otras mutaciones o la
combinacion de otras mutaciones con la perdida de los genes de dicha regidn.
Adicionalmente, se ha comprobado que la eliminacion de la region de 27.4 kb no

afecta el crecimiento aerdbico de JU15 y sus derivadas.
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8.3.2 Efectos de la inactivacion de gatC
Se llevd a cabo la inactivacion de gatC en las cepas JUOl1 y JU15 y se
caracterizaron sus efectos. Se encontr6 que (figura 8.5): a) la velocidad de
crecimiento para la cepa JU15 se redujo 69 % al inactivar gatC; b) para la cepa
JUOL1 la velocidad de crecimiento se redujo 14%; y c) el consumo de base utilizada
para neutralizar los acidos organicos en la fermentacién a las 48 horas se redujo
71% y 31% respectivamente. Con los resultados antes presentados se puede
inferir que gatC tiene un papel como transportador inespecifico de xilosa y que
JU15 es mas dependiente de ese transporte de xilosa que JUOL. Para terminar de
analizar la contribucion de GatC o bien el operén gatYZABC, que codifica para el
sistema de transporte de galactitol tipo PTS, se propone llevar a cabo la clonacion
de dicho operdn en un vector de expresion monocopia y realizar los ensayos de
complementacion con el gen gatC mutado y silvestre. Asi mismo, se plantea
introducir la mutacion puntual de gatC encontrada en JU15 en JUOL y evaluar su

efecto en el fenotipo.
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Figura 8.5 Velocidad de crecimiento de las cepas carentes del gen gatC comparadas con
las cepas sin dicha mutacion



9.- CONCLUSIONES

Se obtuvo la cepa CL3 derivada de MG1655 capaz de convertir glucosa en D-
lactato con la velocidad especifica mas alta reportada hasta el momento para una
cepa de E. coli que no ha sido sometida a un proceso de evolucién adaptativa. La
actividad residual de PDH en CL3 es la responsable de la conversion de piruvato
en acetil-CoA, lo cual a su vez permite su crecimiento en condiciones anaerobicas.
La reduccion de la relacion ATP/ADP en CL3 comparada con MG1655 tiene un
efecto positivo en la regulacion del flujo glucolitico y no tiene efecto en la velocidad

inicial de transporte de glucosa.

Las mediciones de metabolitos intracelulares en CL3 mostraron la acumulacién de
intermediarios del metabolismo central y la reduccion de la poza de acetil-CoA en

comparacion con la cepa MG1655.

La inactivacion del sistema de transporte de xilosa tipo ABC (XylFGH) provocé un
aumento en la velocidad de crecimiento de JUO1, probablemente debido al
incremento en el rendimiento de ATP por mol de xilosa generado por el uso

alterno de otro tipo de transportador de xilosa como XylE.

La cepa JU15 obtenida a través de evolucién adaptativa crece 50% mejor que
JUO1 y aumento la productividad volumétrica de D-lactato de 0.5 a 0.75 g/L.h con

un rendimiento de conversion del 95%.

La inactivacion del sistema de transporte de xilosa tipo ABC no tuvo efectos
negativos en el transporte de xilosa en la cepa JUO1. Mediante experimentos en
condiciones aerdbicas y sobre-expresando la permeasa de galactosa, se confirmd
que las cepas JUO1 y JU15 no tienen limitacién en el transporte de xilosa con
respecto a CL3. Ademds, la velocidad especifica de crecimiento incrementd
cuando se interrumpieron xylFGH en CL3, lo que sugiere un aumento en el

rendimiento de ATP por mol de xilosa consumida.



A través de la inactivacién de xylE se encontr6 que existen transportadores de

xilosa alternativos a los ya reportados.

Mediante secuenciacibn genomica comparativa en JU15 se encontré la
eliminacion de una region de 27.4 kb y la mutacion puntual en gatC, que provoca
el cambio de una Serina por una Leucina en el aminoacido 183. La eliminacion de
gatC en las cepas JUO1 y JU15 produce un efecto negativo en la velocidad de
crecimiento y consumo de xilosa. Por lo cual se concluye que ademas del
transporte que se lleva a cabo por xylE, gatC también contribuye al transporte de

dicho azucar en JU15.



" Perspectivas

10.- Perspectivas

e Lievar a cabo los ensayos de complementacién de gat‘C en las 'C’epas?JUO‘i

AgatC y'JU’lSAQatC. Evaluar su contribucion al transporté de xilosék y al “
" fenotipo de JU15. | . ‘ ‘

¢ Evaluar la contribucién de la perdida de la region de 27.4 kbp combinada

"~ con la mutacién de gatC en JUO1,, estudiar su cohtrib‘ucién al fenotipo de
JU15., |

¢ Encontrar los transportadores alternos .que contribuyért a la internalizacion

 dexilosaenE. coli

e Medir transporte de xilosa en las cepas JUO1 y JU’lS, asi como sus
respectivas mutantes en xy/E, compararlas con fa cepa silvestre y CL3.

'« Estudiar los cambios ocurridos en JU15 mediante analisis de flujos
metabélicos y en combinacion con la éecuencia del genoma de !ay‘cepa
evolucionada y complementados con datos de transcr pcmn de genes 0
proteémica, ampliar el entendlmlento de los mecanismos encontrados por la
cepa evolucionada para mejorar su fenottpo enlas condlcmnes evaluadas.

e Usar a JU15 como una plataforma para generar cepas derivadas para la
produccion de metabolitos én cchdiciones‘anaerébicas a partir de xilbsa y
de residuos agroindustriales, p. ej. cepas productoras de L—Iactato etanoi
succmato y alanina, entre otros. o ; " ‘

'« Mejorar la capac:dad de produccién de D-lactato con concentraciohes de
hasta 100 g/L de glucosa o} xnosa y sus mezclas. Realizar estudtos de
escalamiento para Ia producc&on de D- lactato con JU1 5 y la pur ific cacson del‘
mismo con miras a ntegrar un proceso de produccion
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Alfredo Martinez Jiménez, Guillermo Gosset Lagarda, Georgina Teresa Hernandez
Chavez, Gerardo Huerta Beristain, Berenice Trujillo Martinez, José Utrilla Carreri.
“Cepas de Escherichia coli modificadas por ingenieria metabdlica para la
produccion de compuestos quimicos a partir de lignocelulosa hidrolizada,
pentosas, hexosas u otras fuentes de carbono”.

Patente Sometida el 7 de Agosto de 2009 al Instituto Mexicano de Proteccién la
Industrial. Expediente: MX/a/2009/008453; Folio: MXEX/2009/050826.

Nota: esta patente en su mayor parte contiene el trabajo desarrollado por el que presenta esta

tesis, ademas de que también realizé la compilacion y estructuracion de la misma.

RESUMEN

La presente invencion se refiere a nuevas cepas de Escherichia coli denominadas
CL3, JUl5, JU15A, LL26, MS04 y derivadas que producen metabolitos de forma
preferencial, particularmente D—-Lactato, L-Lactato e inclusive etanol, con un alto
rendimiento y alta selectividad a partir de una variedad de fuentes de carbono
como: medios de cultivo abundantes en xilosa (como fuente de carbono principal),
particularmente medios formulados con hidrolizados de vegetales, como el bagazo
de cafia, ademas de una amplia variedad de residuos agroindustriales, como el
suero de leche o desechos forestales, celulosa, pastos, arbustos y en general
cualquier material derivado de lignocelulosa. Estas cepas usan la produccion del
metabolito de interés (particularmente D-lactato, L- lactato o etanol) como Unica
via de regeneracion del poder reductor del microorganismo. También se refiere a
los métodos fermentativos para producir dichos metabolitos a partir de medios con

fuentes de carbono diversas, incluyendo glucosa, lactosa o xilosa .
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12.2 Anexo Il Puerto de muestreo anaerdbico

A continuacién se muestra la figura del puerto de muestro anaerébico utilizado en
los experimentos para la determinacion de metabolitos intracelulares. Se utilizd
manguera de neopreno para evitar la permeabilidad al oxigeno. A través de la
presion de nitrdgeno que se tiene en el reactor (0.1-0.3 bar) y utilizando dos
valvulas de 3 salidas se llena una pipeta para medir el volumen desplazado.
Posteriormente, se toma la muestra directo al etanol caliente, de esa manera se
logra tener una muestra tomada en anaerobiosis con un volumen preciso y en muy

poco tiempo.

Figura 12.1 Puerto de muestreo anaerdbico
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12.3 Anexo Ill Metabolitos medidos

Tabla 12.3 Metabolitos medidos en las cepas MG1655 y CL3.

Metabolito Concentracién en la | Concentracion en la Relacion
cepa MG1655 cepa MG1655/CL3
(nmol/gpcw) CL3
(nmol/gpcw)
Glucolisis
G6P 13.234 +(10.528) 21.110 +(12.367) 1.595
G1P 0.080 +(0.349) 0.010 +(0.0934) 0.125
FBP 16.970 + (6.095) 38.782 +(3.628) 2285
F6P 2.346 £(2.299) 5.778 £(3.096) 2.463
2/3-PG 9.121 +(2.649) 21.582 +(2.588) 2366
PEP 1.252 +(0.957) 3.267+(0.339) 2 609
Pyr 26.755 +(21.803) 64.061 +(11.539) 2394
Via de las Pentosas Fosfato
6PG 0.259 +(0.149) 4.491+(2.948) 17.340
R5P 2.089 +(0.643) 3.343 +(1.008) 1.600
S7p* 23.615 +(19.051) 89.807 +(21.945) 3.803
E4pP* 42.809 +(15.364) 111.616 +(30.015) 2 607
Acidos organicos
Fumarato 5.044 +(3.071) 17.399 +(8.716) 3.449
Citrato/isocitrato 13.083 +(14.881) 27.195 £(13.099) 2.079
Tioesteres de CoA
Acetil-CoA* 8.460x10"+(1.30x10") 4.673x10+(1.05x10") 0.552
COA* 8.193x10° +(1.875x10°%) | 1.045X10"+(1.769x10°) 1.275
Succinil-coA* 1.533 x10° +(4.507 x10°) 8.520 x10° +(1.868 x10°) 5558
Propionil-coA* 2.118x10° £(1.565 x10°) 5.520 x10° +£(1.323 x10°) 2 606
otros
F1P 0.756 £(0.273) 3.774 £(0.761) 4.992
M6P 0.888 +(0.411) 4.343 +(1.205) 4.891
PRPP* 1.153 x10° +(6.978 x10% 1.815 x10° #(5.220 x10°) 15.611
GDP 2.018 +(0.695) 1.280945 +(0.468) 0.635
UMP 6.218 +(1.238) 13.717 +(3.249) 2206
UTP 5.906 +(2.152) 5.627 +(1.206) 0.953

*Metabolitos para los que no se cuenta con estandar y su concentracion se expresa en términos de

area. Los valores en paréntesis indican la desviacion estandar de las mediciones de 6 replicas.
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12.4 Anexo lll Lista de oligonucleétidos

A continuacion se presenta la lista de oligonucleétidos utilizados para la
verificacion de los SNP’s reportados por la secuenciacién genémica comparativa.

Tabla 12.4 Oligonucleétidos utilizados para secuenciacion

nombre Tamafio Secuencia Coordenadas
(pb) en el genoma
de E.coli cepa
MG1655
1 nlpE-F 20 5 TTA CCT ATG ACGCCGATGAC 3 215 693
2 nlpE-R 20 5 TGCTCACTGAATCCGTTCTC 3 216 491C
3 kefA-F 20 5 TGG TCG TTG ACT GAC ACT AC 3 488 740
4 kefA-R 20 5 CGT GAA GTG GAA GCC TATGA 3 489 599C
5 purK-F 20 5 CAT GCC ACACCG GATGAGTT 3 550 383
6 purk-R 20 5 CGT GAT GGC GAT GGAGTGTT 3 551 156C
7 sdhFor 20 5 TCC GCG ATTATG GGC AGCTT 3 754 871
8 sdhRev 20 5 CCATTCCCAGTTATCTTCATZJ3 755 571C
9 ybhC-F 20 5 GGC GAA TAT TGC CGA GGA GT 3 804 694
10 | ybhC-R 20 5 GCT GGT GAC CAACAG CTACA 3 805 687C
11 | ybiJ-F 20 5" GAT TGT AAC GCG CAG ACCGA 3 836 430
12 | ybiJ-R 20 5"GAA CAA GGC GGT CAATTCTC 3 837 259C
13 | stfR-F 20 5 TGC AGA TGA AGG CGC ATTAC 3 1429 664
14 | stfR-R 20 5 TCA ACG AGA TGC CAC GATGA 3 1430 641C
15 | wzxC-F 20 5 GGC GTG TGG ATT GAG AAT GT 3’ 2116 328
16 | wzxC-R 20 5 CCGGTTCTTGGTTCCAGTTA 3 2116 971C
17 | gatCfor 20 5 ATG TTT TCA GAA GTC ATG CG .3’ 2171500
18 | gatCrev 20 5 TTG CGC TGA ATATCG TCG GC ..3 2172 000C
19 | nrdB-F 20 5" CGC CACTAACGGTATTGAAC 3 2 344 777
20 | nrdB-R 20 5 AGC GCC TGG TAATCT ATACG 3 2 345 603C
21 | gabT-F 20 5 GAA GAC GGC GAT CAC AAC AA 3 2 791 837
22 | gabT-R 20 5 CCG GCAATAGAC AACATGGT 3 2792351 C
23 | yhdP-F 20 5 CGCCGCTAG CAATTGTTCAC 3 3390013
24 | yhdP-R 20 5 GGC CAACGAGCCAGAACATA 3 3390429 C
25 | uvrD-F 20 5 TGG CCTACGTTGGCGTAACC 3 3997 799
26 | uvrD-R 20 5 TGT TGA GCC AGC AGG CAACA 3 3998494 C
27 | FadA-F 20 5 TAC GCT GGC AGAGCATGATA 3 4 025 123
28 | FadA-R 20 5 ACGCTG CTG AATCTGATGGA 3 4025734 C
29 | AceKF 20 5 CTTGCGCGTCTTATCATGCC 3 4216 076
30 | AceKR 20 5 TATTCG CGG TAG CTTTCG GT 3 4217 057 C
31 | gltP-F 20 5 CGCTGG CTT ATG AGC GTG AA 3 4 293 763
32 | gltP-R 20 5 AAG CGT CGC ATC AGG CAT TG 3 4294 437 C
33 | gltP-2F 20 5 GCT GCACTG GTT GAACCTGA 3 4294539 C
34 | phnK-F 20 5 GCG AGC GTAGCAGAG TTG AT 3 4 315 760
35 | phnK-R 20 5 TGG CTG GAA GAG GTG GAG AT 3 4 316 407C
yjdN-F 20 5 TCC GTT AGC GGC AAG ATTGT 3 4 323 436
yjdN-R 20 5 TGT GAT CGG TAAGCCGGATA 3 4324416 C
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12.4 Anexo IV Otras publicaciones generadas en este trabajo

Engineering the Escherichia coli fermentative metabolism. Montserrat Orencio-
Trejo, José Utrilla, Marco T. Fernandez-Sandoval, Gerardo Huerta-Beristain,
Guillermo Gosset, Alfredo Martinez. Advances in Biochemical Engineering and
Biotechnology. 2010. En esta publicacion el que suscribe la tesis participo
desarrollando dos capitulos, los que resumen el estado del arte en la ingenieria
metabdlica de E. coli para producir lactatos y succinato.

OBTENCION DE L Y D LACTATOS OPTICAMENTE PUROS EN Escherichia coli.
José Utrilla Carreri, Alfredo Martinez Jiménez. En Memorias del Il Simposio
sobre Biofabricas. La Biotecnologia como Herramienta para el Desarrollo y el
Bienestar. Medellin Colombia, 2007.

Engineering Escherichia coli for Xylose Convertion to D-lactate José Urtrilla,

Guillermo Gosset, Alfredo Martinez. En preparacion.
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