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1.- Resumen 
 

 Se llevó a cabo el desarrollo de cepas derivadas de Escherichia coli MG1655 

productoras de D-lactato; como primera etapa se inactivaron las vías fermentativas 

para obtener una cepa capaz de producir D-lactato como único producto de 

fermentación (CL3: MG1655 ∆pflB ∆adhE ∆frdA). La caracterización de esta cepa 

en glucosa como fuente de carbono en condiciones no aireadas permitió 

determinar que la limitación de ATP, que se genera por la falta de producción de 

acetato derivado de acetil-CoA, tiene como consecuencia un incremento en el flujo 

glucolítico. Se encontró que la cepa CL3 tiene una reducción 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 había 

reportado previamente para otras cepas de E. coli pfl- en condiciones no aireadas. 

Se indagó en los mecanismos de generación de acetil-CoA de la cepa CL3 y se 

encontró que ésta es producida a través de una actividad basal de la enzima 

piruvato deshidrogenasa (PDH). También se midió la velocidad inicial de 

transporte de glucosa, esto con el fin de evaluar si la limitación de ATP que 

promueve el flujo glucolítico tiene un efecto sobre el transporte de glucosa. Se 

encontró 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 caracterizó la cepa homoláctica en xilosa y se 

encontró que  sus velocidades de crecimiento y de consumo de la pentosa son 

drásticamente menores comparadas  a las que presenta en glucosa. Con respecto 

a la producción, se encontró que la cepa CL3 presenta un alto rendimiento de 

conversión de xilosa a  D-lactato (95% del máximo teórico), 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 

homolácticas 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 llevó a cabo la eliminación del 

sistema de transporte dependiente de ATP (XylFGH) y se obtuvo la cepa 

denominada JU01 (MG1655 ∆pflB ∆adhE ∆frdA ∆xylFGH::Km). La cepa JU01 

presentó una velocidad de crecimiento 50% mayor a la cepa CL3 en xilosa, esto 

indica, indirectamente, un mayor rendimiento de ATP alcanzado por la cepa JU01 

y sugiere que está usando XylE como sistema de transporte alterno.  Aún con lo 

mencionado anteriormente, la fermentación de 40 g/L de xilosa por la cepa JU01 

se demora el doble de lo que se obtiene en glucosa. Para mejorar la velocidad de 

crecimiento de la cepa JU01 se utilizó una estrategia de evolución en medio 

mineral-xilosa, del cual se aisló la cepa denominada JU15 (MG1655 ∆pflB ∆adhE 

∆frdA ∆xylFGH::Km evolucionada). Ésta cepa presenta una velocidad de 

crecimiento 50% mayor a JU01, reduce el tiempo de fermentación en 24 horas y 

conserva el rendimiento del 95% de conversión de xilosa a D-lactato. Se llevó a 

cabo una secuenciación genómica comparativa entre MG1655 y JU15, se 

encontró que esta última perdió una región de 27.4 kb y que tiene una mutación en 

el gen gatC que provoca el cambio de una serina por una leucina en el aminoácido 

183 de la proteína (451 aminoácidos). El cual afecta el dominio tipo PTSIIC,  en 

una región predicha como transmembranal. Se eliminó la región correspondiente a 

los 27.4 kb en JU01 y se eliminó el gen de gatC en JU01 y JU15. Los resultados 

mostraron que la pérdida de la región por sí sola no tiene un efecto favorable en la 

velocidad de crecimiento de JU01. Al eliminar gatC en JU01 y JU15 las cepas 

presentaron una reducción drástica de la velocidad de crecimiento y consumo de 

xilosa. Por otro lado, la inactivación de xylE en JU01 y JU15 permitió 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. Además, permiten sugerir que la mutación encontrada en 

gatC mejora el transporte de xilosa con un menor consumo neto de ATP para su 

internalización y fosforilación.  
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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 ∆pflB ∆adhE 

∆frdA). 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 yield 

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 yield 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 xylFGH genes were deleted and strain 

JU01 was obtained (MG1655 ∆pflB ∆adhE ∆frdA ∆xylFGH::Km). JU01 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 

JU01, the fermentation of 40 g/L of xylose still takes the double of time than in 

glucose. In order to improve JU01 growth rate, an evolution strategy was employed 

in mineral medium with xylose as sole carbon source. A strain, called JU15 

(MG1655 ∆pflB ∆adhE ∆frdA ∆xylFGH::Km evolved), was isolated from the 

adaptive evolution procedure. Compared to the progenitor strain (JU01), 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 IIC) in a predicted transmembranal region. The deleted 27.4 kb found in 

JU15 region was eliminated in JU01, also the gatC gene was deleted in JU01 and 

JU15. Results showed that deleting the 27.4 kb region did not improve JU01 

growth. Also, when gatC was deleted from JU01 and JU15 a drastic reduction in 

growth and xylose consumption rate was observed. Furthermore, xylE inactivation 

in JU01 and JU15 allow us to conclude that alternative xylose transporter, exists in 

E. coli. These facts indicate that, besides XylFGH 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.-Introducción 
 
El futuro agotamiento de las reservas de petróleo 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 fabricación de 

productos químicos de gran volumen. Estos materiales son altamente 

heterogéneos y están compuestos principalmente por hemicelulosa, celulosa, 

lignina y pectinas, los cuales para su bioconversión requieren ser hidrolizados en 

azúcares solubles, utilizando métodos químicos (hidrólisis con ácidos minerales) 

y/o enzimáticos. La fracción hemicelulósica está compuesta principalmente de 

pentosas -xilosa y arabinosa-, y una pequeña fracción de hexosas (glucosa y 

manosa; Martínez et al., 2001, Grohmann et al., 1985). Después de la glucosa, la 

xilosa es el monosacárido más abundante en la naturaleza y generalmente se 

encuentra polimerizado en la fracción hemicelulósica. La variedad de 

microorganismos que metabolizan tanto pentosas como hexosas es reducida, más 

aún, no se conocen microorganismos silvestres que puedan catabolizar 

eficientemente en condiciones anaeróbicas xilosa o arabinosa, mezclas de 

glucosa-xilosa o glucosa-celobiosa en productos de fermentación (Hernández-

Montalvo et al., 2001). 

 

Debido a su uso en la manufactura de plásticos biodegradables de alta calidad, 

conocidos por el nombre genérico de polilactatos o ácido polilactico (PLA) (Dien et 

al., 2002; Skory, 2003, Naranayan et al., 2004), la demanda de ácido láctico se 

está incrementando sustancialmente y para este propósito es deseable obtenerlo 

de fuentes renovables que no compitan con materias primas que se utilizan para la 

alimentación humana. El ácido láctico se produce comercialmente por síntesis 

química o por fermentación. En comparación con los procesos químicos, los de 

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



separado los isómeros ópticamente puros y de esta manera facilitar y reducir 

sustancialmente los costos de purificación; b) su producción es a partir de material 

renovable; y c) 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 y algunas bacterias lácticas, como 

Lactobacillus bulgaricus, producen lactato ópticamente puro. La producción por 

fermentación se ha llevado a cabo con bacterias lácticas como Lactobacillus 

helveticus, Lactobacillus amylophilus y Lactobacillus delbruekii (Chang et al., 1999, 

Narayanan et al., 2004). Las bacterias lácticas tienen requerimientos nutricionales 

complejos, sus medios de cultivo requieren ser suplementados con aminoácidos, 

vitaminas y nucleótidos, 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 

inorgánicas de nitrógeno (Narayanan et al., 2004, Hébert et al., 2004). Por lo antes 

mencionado los medios para la producción deben ser suplementados con fuentes 

de nitrógeno complejas (extracto de levadura, sólidos de licor de maíz, harina de 

soya. etc.) y la mayor productividad de Lactato se alcanza en concentraciones 

óptimas de hasta 10 g/L de dichas fuentes (Göksungur et al., 1997); esto 

incrementa de manera significativa el costo de producción y purificación del 

producto. 

 

La síntesis y las propiedades físicas y de biodegradación del PLA dependen de la 

relación usada de los enantiómeros ópticamente puros (Dien et al., 2001; Bai et 

al., 2003; Zhou et al., 2003b). En el presente proyecto se pretende desarrollar 

cepas para utilizarlas en procesos fermentativos en los que se obtengan 

moléculas que puedan utilizarse como precursores para la producción de 

bioplásticos, 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 

azúcares presentes en los residuos lignocelulósicos en lactatos ópticamente 

puros. En ese sentido, dos aspectos importantes que requieren ser estudiados y 

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



puros y su producción a partir de pentosas, particularmente xilosa, usando medios 

minerales y mezclas de azúcares contenidos en los jarabes obtenidos de 

hidrolizados de hemicelulosa. Así mismo, el lactato que se produce principalmente 

por medios fermentativos a nivel industrial es el isómero L y para la generación de 

bioplásticos termoresistentes es deseable tener una alta cantidad de isómero D 

(PURAC 2008). De tal forma que la producción fermentativa de D-lactato 

ópticamente puro ha cobrado gran importancia en los últimos años.  

 

 



Hipótesis 
_______________________________________________________________ 

 
 

4.-Antecedentes 
 

En los últimos años el empleo de la tecnología del ADN recombinante y el análisis 

sistemático de datos biológicos han aumentado considerablemente, dando lugar a 

la ingeniería de vías metabólicas (IVM), la cual se define como la modificación y/o 

introducción de nuevas reacciones bioquímicas para el mejoramiento directo de 

propiedades celulares mediante tecnología 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 ácido láctico, fermentar los azúcares presentes en los 

materiales lignocelulósicos, además, de que sinteticen solo una forma isomérica 

del ácido láctico, disminuyendo de esta forma los costos de producción y 

purificación del producto. A la fecha, las bacterias lácticas, hongos, levaduras y 

bacterias modificadas genéticamente han sido investigadas como potenciales 

biocatalizadores para la producción de ácido láctico (Narayanan et al., 2004 Skory, 

2003). En la mayoría de los trabajos, se usan medios de cultivo complejos (ricos) 

para alcanzar rendimientos cercanos al teórico de conversión de glucosa a láctico, 

siendo pocos los trabajos realizados utilizando medios minerales con altos 

rendimientos de conversión 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 anaeróbicas (Zhou et al., 2003a). Sin embargo, E. 

coli al ser cultivada en condiciones anaeróbicas, en presencia de glucosa o xilosa, 

sintetiza una mezcla de productos, compuestos principalmente de ácido acético, 

fórmico, láctico, succínico y etanol (Böck y Sawers 1996; Tao et al., 2001). No 
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obstante, en comparación con otros microorganismos homolácticos, E. coli tiene 

varias ventajas, tales como crecimiento rápido en aerobiosis y anaerobiosis, 

habilidad para fermentar pentosas, requerimientos nutricionales simples, gran 

conocimiento de su fisiología y facilidad de manipulación 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 isómero 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 fermentación, la enzima 

piruvato formato liasa (Pfl) compromete gran parte del flujo de piruvato (más del 

45%) (Clark, 1989) a formato y acetil-CoA, este último compuesto es 

posteriormente convertido en acético, etanol y componentes celulares (Böck y 

Sawers, 1996). La estrategia más empleada para la generación de cepas de E. 

coli productoras de D-lactato ópticamente puro consiste en la interrupción 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 

conversión de glucosa en D-lactato superiores al 95% del teórico (Zhou et al., 

2003a y 2003b). No obstante, como respuesta a una baja disponibilidad de acetil-

CoA se reduce drásticamente la velocidad de crecimiento y la producción de 

biomasa a la mitad (< 0.35 g/L). La alta afinidad de la lactato deshidrogenasa (Ldh) 

por el piruvato (Km = 7 mM), la regulación positiva de la Ldh por la mayor 

disponibilidad de piruvato intracelular y la eliminación de vías que compiten por su 

disponibilidad,  ocasionan que la velocidad específica de obtención de lactato sea 

alta (2.5 gLACTATO / gDCWh). Además, mediante la eliminación  de las vías que 

compiten por el poder reductor (alcohol deshidrogenasa y fumarato reductasa) se 

logra que piruvato sea el único aceptor de electrones en condiciones de 

fermentación y se favorece su producción. Sin embargo, la baja concentración 

celular no favorece altas tasas de producción volumétrica (Zhou et al., 2003a). 
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Por otro lado, de acuerdo a la red metabólica funcional de E. coli en condiciones 

de fermentación, 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 molATP/molGlc. En el caso de la xilosa el rendimiento 

es tan solo de 0.67 molATP/molXil cuando E. coli cataboliza este azúcar hasta 

piruvato. De tal manera que Pfl y Ack  son primordiales en el crecimiento de E. coli 

con xilosa, dado que la conversión 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 molATP/molXil. En consecuencia, las cepas de E. 

coli W3110 interrumpidas en pflB no pueden crecer en dicha pentosa, debido a 

que únicamente se obtienen 0.67 molATP/molXil (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 mínimo suplementado con 

xilosa en condiciones anaeróbicas (Hasona et al., 2004).  En el caso de la glucosa, 

el transporte y fosforilación 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 fosforilación (Lin, 1996; Linton y Higgins 1998). 

En arabinosa la internalización 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 inactivación del operón pfl en la cepa etanologénica  KO11 (E. coli B 

∆frd pfl:: pdcZm-adhZm Cat; Ohta et al., 1991) y su evolución en medios minerales 

con alta concentración 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 “evolución metabólica” (Zhou et al., 2005) o “evolución 

adaptativa” (Ibarra et al., 2002; Honisch et al., 2004), se pueden seleccionar cepas 
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que mejoran la producción de un metabolito seleccionado (Elena y Lenski, 2003). 

En años recientes la evolución adaptativa ha sido una estrategia ampliamente 

utilizada para desarrollar cepas productoras (Orencio-Trejo et al., 2010). Mediante 

la secuenciación de cepas así obtenidas se han encontrado mutaciones en genes 

clave para optimizar la producción de un metabolito de interés o para el consumo 

de algún 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 fermentación 
y rendimiento de ATP 
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5.- HIPÓTESIS 
 
 La eliminación de las vías fermentativas y la reducción del uso de ATP en el 

transporte de xilosa, seguido de un proceso de evolución adaptativa permitirá 

obtener cepas de Escherichia coli capaces de crecer en xilosa en condiciones 

anaeróbicas y de producir D-lactato con alto rendimiento y productividad.  
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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 única fuente de carbono a través 

de la modificación de las vías fermentativas, el transporte de xilosa y evolución 

adaptativa. Estudiar los cambios que ocurrieron en las cepas generadas para 

explicar el fenotipo obtenido.  

 

6.2 Objetivos específicos 
 
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 específica de consumo de glucosa y xilosa,  rendimiento y 

productividad de D-lactato. 

 

Evaluar los efectos de la inactivación de las vías fermentativas en el transporte de 

glucosa, relación ATP/ADP y la contribución de la piruvato deshidrogenasa a la 

formación de acetil-CoA en la cepa obtenida (MG1655 ∆pflB ∆adhE ∆frda).  

 

Comparar las pozas de metabolitos intracelulares clave de las cepas MG1655 

∆pflB ∆adhE ∆frda y su progenitora crecidas en glucosa. 

 

Inactivar el sistema de transporte de xilosa dependiente de ATP (xylFGH) y 

evaluar su efecto sobre las velocidades específicas de crecimiento, de consumo 

de xilosa y de producción de lactato. 
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Seleccionar mediante evolución adaptativa una mutante derivada de la cepa 

MG1655 ∆pflB ∆adhE ∆frda ∆xylFGH, que mejoren su crecimiento en xilosa como 

única 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 cuantificación de la velocidad de 

transporte de xilosa; la contribución de otros transportadores en el consumo de 

xilosa; secuenciación genómica comparativa de la cepa; y evaluación de la 

contribución de los cambios detectados en el fenotipo obsevado. 
 
 



7.- Metodología 
7.1 Microorganismos, plásmidos y oligonucleotidos.  

 
Los microorganismos plásmidos y oligonucleotidos utilizados en el presente 

estudio se presentan en las tablas 7.1, 7.2, 7.3. Con excepción de la eliminación 

de pflB, que se llevó 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 inactivación 

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 ∆pflB ∆adhE ∆frd  Este trabajo 

JU01 MG1655 ∆pflB ∆adhE ∆frd 
∆xylFGH::Km  

Este trabajo 

JU15  MG1655 ∆pflB ∆adhE ∆frd 
∆xylFGH::Km E15 cepa 
evolucionada en xilosa como única 
fuente de carbono y condiciones no 
aireadas 

Este trabajo 

JU01 ∆xylE MG1655 ∆pflB ∆adhE ∆frd 
∆xylFGH ∆xylE 

Este trabajo 

JU15 ∆xylE MG1655 ∆pflB ∆adhE ∆frd 
∆xylFGH::Km E15 

Este trabajo 

JU01 ∆reg MG1655 ∆pflB ∆adhE ∆frd 
∆xylFGH::Km ∆reg 27.4 kpb 

Este trabajo 

JU01 ∆gatC MG1655 ∆pflB ∆adhE ∆frd 
∆xylFGH::Km ∆gatC 

Este trabajo 

JU15 ∆gatC MG1655 ∆pflB ∆adhE ∆frd 
∆xylFGH::Km E15 ∆gatC 

Este trabajo 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Tabla 7.2 Plásmidos empleados en este trabajo 
Plásmido Características Referencia 

pKO3-plfB Derivado del vector pKO3 
(Church et al 1999) con regiones 
de homología a pflB 

Lara et al., 2006 

pKD46 
 

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

Datsenko y Wanner 2000 

pKD4 
 

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

Datsenko y Wanner 2000 

pKD3 Templado para amplificar el 
cassete de resistencia a Cm 
flanqueado por sitios FRT 

Datsenko y Wanner 2000 

pCP20 Vector termosensible que codifica 
para la FLP recombinasa 

Datsenko y Wanner 2000 

 
Tabla 7.3 Oligos usados en este trabajo.   

Gene Oligo
a 
 

Nombre / secuencia 
Uso 

AdhForw 
 
AdhRev 
 

5’TAACATTATCAGGAGAGCATTATGGCTGTTACTAAT
GTCGCTGAACTTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG3´ 
5’CTCAGCTTTAGCCGGAGCAGCTTCTTTCTTCGCTGC
AGTTT CACCTTCCATATGAATATCCTCCTTAG3´ 

Interrupción de 
adhE 

AdhckF 
AdhckR 

5’AAT CTT GCT TAC GCC ACC TGG AAG3’ 
5’TTG TGC AGA GGG CGG AGG CAT AAG3’ 

Verificar 
interrupción de 
adhE 

frdForw 
 
frdRev 
 

5’GTACGTGGCTGTGGGATAAAAACAATCTGGAGGAAT
GTCTGTGTTAGGCTGGAGCTGCTTC3’ 
5’GTTATAGCGCACCACCTCAATTTTCAGGTTTTTCATC
TCAGCCATTCATATGAATATCCTCCTTA3’ 

Interrupción de frdA

frdckF  
frdckR 

5’GGAGTACGTGGCTGTGGG3’ 
5’TGC AGA GCC TGA CCA TCA GA3´ 

Verificar 
interrupción de frdA

XylFor 
 
XylRev 

5’AACGTTGCTGCACACGCCAAAGAAGTCAAAATAGGT
ATGGCGATTGATTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 3´ 
5’GCACCTTTAACGATATACTGCCAGAAGGTCGGTACA
TCCATCATACTCCATATGAATATCCTCCTTAG 3´ 

Interrupción de 
xylFGH 

XylckF 
XylckR 

5’ TGTCCTCTAACTACAGAAGGC 3’ 
5’ TATCAAAATCAAGAACGGCG 3’ 

Verificar 
interrupción de 
xylFGH 

xylEF 
 
xylER 

5’GGCAGGTCTGAATGAATACCCAGTATAATTCCAGTT
ATATATTTTCGATTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG3’ 
5’ACAGGAAGATTACAGCGTAGCAGTTTGTTGTGTTTT
CTTCGTTTCCGGCATATGAATATCCTCCTTAG3’ 

Interrupción de 
xylE 

xylEckF 
xylEckR 

5’CCTGACAATTCCAACATCAA3’ 
5’GTGTAATTCGAAACGGCTGA3’ 

Verificar 
interrupción de xylE

gatCF 
gatCR 

5’CTATCTTACAGGGGTGACCTATGTTTTCAGAAGTCA
TGCGTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG3’ 
5’GCCACGCGCTCTACGCCAGGTCATGAAAATACCGG
TCAGACATATGAATATCCTCCTTAG3’ 

Interrupción de 
gatC 

gatC-CF 
gatC-CR 

5’TCTACGATGGCGGCGGAAGA3’ 
5’CATCACGCCGCGAGCCAATA3’ 
 

Verificar 
interrupción de 
gatC 

regFor 5’TGAACCCTGTTCTATGGCTCCAGATGACAAACATGA Interrupción de 



regRev TCTCTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG3’ 
5’TGGCTGCTCCGCATGAGCTACCGGCATTGTTGGCG
CGTATCATATGAATATCCTCCTTAG3’ 
 

región cromosomal 
de 27.4 kpb 

UpsFor 
DwnRev 

5’GGCCAGTTGATGCTGCTCCA3’ 
5’AACATACGAAGGGCAGGAAC3’ 

Verificar perdida de 
región cromosomal 
de 27.4 kbp y  su 
interrupción 

a

Fuente: Unidad de síntesis IBt – UNAM. Las bases sombreadas las secuencias de reconocimiento 
al plásmido pKD4 o pKD3 
 

Tanto los productos de PCR como los plásmidos empleados en este trabajo se 

analizaron en geles de agarosa al 1.2 % por patrones de restricción. 

7.2 Condiciones y medios de cultivo.  
 

7.2.1 Inóculos 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 

antibiótico 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 sembró un mini-

fermentador con 200 mL de medio y controlando el pH con adición de KOH 2-4N a 

37°C y agitación de 150 rpm.  Los inóculos se incubaron durante 12-16 h, hasta 

alcanzar una DO600 de aproximadamente 1 a 1.5. Todos los cultivos fueron 

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

inóculo para obtener una DO600 inicial ≈ 0.1 (0.037 gDCW/l), las células fueron 

transferidas a cada cultivo resuspendiéndolas en el medio respectivo.  

 

7.2.2 Medios de cultivo.  
La composición del medio AM2 (Martínez et. al., 2007) fue: 2.63 g/L (NH4)2HPO4, 

0.87 g/L NH4H2PO4, 1.0 mL/L MgSO47H2O (1M), 1.5 mL/L elementos traza, 1.0 

mL/L KCl (2M), 1.0 mL/L Betaina HCl (1M), 100 mg/L ácido cítrico. Los elementos 

traza contienen (en g/L): 1.6 de FeCl3, 0.2 de CoCl26H2O, 0.1 de CuCl2, 0.2 de 

ZnCl24H2O, 0.2 de Na2MoO4, 0.05 de H3BO3 y 0.33 de MnCl2.4H2O2. El medio fue 

suplementado con concentraciones diferentes de xilosa y glucosa. La composición 

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



contiene por litro: 6 g Na2HPO4; 3 g KH2PO4; 1 g NH4Cl; 0.5 g NaCl; 1 ml de 

MgSO47H2O 1M; 0.1 ml de CaCl4 0.1M; 1 ml de Tiamina 1 mg/ml (esterilizada por 

filtración). El medio Luria (Maniatis et al., 1982) contiene por litro: 10 g 

Bactotriptona; 5 g extracto de levadura; y 5 g NaCl. La composición del medio bajo 

en fosfatos usado en los cultivos para la medición de metabolitos intracelulares 

contiene por litro: 0.263 g/L (NH4)2HPO4, 0.087 g/L NH4H2PO4, 0.3 mL/L 

MgSO47H2O (1M), 1.5 mL/L elementos traza, 1.0 mL/L KCl (2M), 1.0 mL/L Betaina 

HCl (1M). Los elementos traza contienen (en g/L): 1.6 de FeCl3, 0.2 de 

CoCl26H2O, 0.1 de CuCl2, 0.2 de ZnCl24H2O, 0.2 de Na2MoO4, 0.05 de H3BO3 y 

0.33 de MnCl2.4H2O2.  

 

7.2.3 Condiciones de cultivo.  
Los cultivos anaeróbicos 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 controló a 37°C y el pH a 7.0 mediante la adición automática de KOH 2N. Para 

garantizar el mezclado, los cultivos se mantuvieron a una velocidad de agitación 

de 100 rpm. Para los experimentos de medición de metabolitos intracelulares, los 

cultivos se llevaron a cabo en fermentadores de 500 mL, usando 400 mL de 

volumen de operación con las mismas condiciones utilizadas para las 

fermentaciones en mini-fermentadores. Se utilizó una presión de nitrógeno de 0.1 

a 0.3 bares en el espacio de cabeza del fermentador para mantener las 

condiciones anaeróbicas estrictas. Los cultivos aeróbicos 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 agitación de 300 rpm.  

 

7.2.4 Muestreo para medición de metabolitos intracelulares 
 

Las muestras fueron tomadas usando un puerto anaeróbico diseñado en este 

trabajo para tal fin (Anexo II). Dos muestras fueron tomadas en diferentes puntos 

de la fase de crecimiento exponencial para poder asumir la condición de estado 

pseudo-estable, demostrando que el cambio de la concentración 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 µL de metabolitos 

obtenidos de un extracto de E. coli cultivada en glucosa uniformemente marcada 

con C13 para tal fin. Los metabolitos marcados en C13 se utilizaron como estándar 

interno de acuerdo a lo reportado por Wu et al (2005). Se utilizó el método 

diferencial midiendo metabolitos en el caldo total y en el caldo filtrado (Taymaz-

Nikerel et al., 2009). El arresto de las actividades metabólicas (quenching) y la 

extracción de metabolitos fue realizado con etanol caliente al 75% (Gonzalez et al 

1997). Las muestras extraídas fueron secadas al vacío o liofilizadas y 

almacenadas a -80°C hasta su análisis. Las muestras fueron resuspendidas en 

agua mQ y filtradas antes de ser analizadas. El muestreo y extracción para 

tioésteres de CoA fue realizado con acetonitrilo frío, de acuerdo a Peyraud et al., 

(2009).  

7.3 Métodos analíticos 

 
7.3.1 Concentración celular 

La densidad óptica fue medida a 600 nm en un espectrofotómetro Beckman (DU-

70) y convertida a peso seco de células (DCW: dry cell weight), de acuerdo a una 

curva de calibración: 1 DO600 = 0.37 gDCW/l. Todas las muestras fueron 

centrifugadas (5,000 rpm y temperatura ambiente); el paquete celular se desechó 

y el sobrenadante se congeló para su posterior análisis. Las mediciones de 

densidad óptica en los matraces nefelométricos se llevaron a cabo empleando un 

fotocolorímetro Klett/summerson modelo 800-3.   

 

7.3.2 Determinación de azúcares y ácidos orgánicos.  
Las determinaciónes de glucosa y xilosa, presentes en el sobrenadante, se 

realizaron por cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC). Los productos 

de fermentación, ácidos orgánicos (acético, fórmico, succínico, láctico, etc.) y 

etanol también fueron cuantificados por HPLC. Las determinaciones por HPLC, se 

llevaron a cabo por cromatografía isocrática con H2SO4 5 mM como fase móvil a 

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



detección de los compuestos separados, se llevó a cabo simultáneamente con un 

detector de arreglo de diodos (Waters 996) y un detector de índice de refracción 

(Waters 410). El análisis y procesamiento de datos se realizó con el sistema 

Milenium (Versión 3.01 Waters). Las temperaturas interna y externa de la columna 

fueron ajustadas a 45 y 50ºC respectivamente. Los sobrenadantes de las 

muestras a analizar se filtraron con membranas de 0.45 µm y se inyectaron 

automáticamente con ayuda del autoinyector (Waters 717). Para la confirmación 

de los azúcares y los productos analizados por HPLC se inyectaron estándares de 

xilosa, ácidos orgánicos, alcoholes e intermediaros metabólicos. 

 
7.3.3 Determinación de metabolitos intracelulares 

  
La cuantificación 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 estándares o a que presentaron una alta 

concentración extracelular,  enmascarando la concentración intracelular. Para 

medir la concentración intracelular de piruvato se utilizó HPLC con una columna 

Aminex HPX-87H con H2SO4 5mM como fase móvil, usando un detector de arreglo 

de diodos a 200 nm. Los análisis de tioesteres de CoA fueron realizados por LC-

MS usando un HPLC acoplado a un espectrómetro de masas LTQ Orbitrap como 

lo reportado por Peyraud et al., 2009.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



8.- RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

Este trabajo se divide en la caracterización primero en glucosa y  luego en xilosa 

de las cepas generadas. En la primera etapa se discute la generación de cepas 

homolácticas y su caracterización en glucosa como fuente de carbono. En la 

segunda, se presenta la modificación de las cepas previamente obtenidas para la 

eficiente conversión de xilosa a D-lactato. Así mismo, se analiza la caracterización 

de las cepas obtenidas.  

 

8.1 Primera sección: resultados en glucosa 
8.1.1 Generación y caracterización 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 ∆pflB ∆adhE ∆frdA), se caracterizó 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 encontró que se obtiene un 

rendimiento de conversión de glucosa a lactato del 95% respecto al teórico. 

Comparada con la cepa silvestre, se presentó una reducción en la velocidad de 

crecimiento del 40% y un aumento casi al triple, con respecto a la cepa silvestre, 

en la velocidad específica de consumo de azúcar. Este aumento en el consumo de 

glucosa puede ser atribuido a la disminución del rendimiento de ATP cuando la 

cepa produce únicamente lactato. El resultado concuerda con un estudio en el que 

mediante la disminución del rendimiento de ATP, por la  expresión de una ATPasa 

heteróloga, se logró estimular el flujo glucolítico (Koebmann et al., 2002). El 

aumento en el flujo glucolítico y el alto rendimiento de lactato obtenido a partir de 

glucosa, hacen que la productividad volumétrica sea alta (1.11 gLact/L.h). Además, 

usando el medio mineral AM2 (Martinez et al., 2007), se logró un aumento en la 

producción de biomasa (38%) comparado con lo que se obtenía usando el medio 



M9, lo que impacta en la productividad volumétrica (1.31 gLact/L.h), siendo ésta la 

más alta reportada en un proceso tipo lote para una cepa de E. coli que no haya 

sido sometida a evolución adaptativa. Adicionalmente, se encontró que la cepa 

CL3 tiene una relación ATP/ADP 22% menor a la de  la cepa MG1655. Lo anterior 

se atribuye a que el rendimiento de ATP cuando únicamente se produce lactato es 

de 2 ATP/ mol de glucosa, de tal manera que la cepa CL3 tiene que incrementar 

su flujo glucolítico para complementar sus necesidades de ATP para crecer. La 

eliminación del gen aceF en las cepas MG1655 y CL3 permitió 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 relación ATP/ADP causa un incremento en el flujo de glucosa 

a lactato. Para determinar si el incremento en el flujo glucolítico en CL3 está 

relacionado con el transporte de glucosa, se midió la velocidad inicial de transporte 

del azúcar. Se encontró 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 azúcar en las condiciones 

evaluadas. Los detalles de esta parte del trabajo, incluyendo la metodología para 

cuantificar la relación ATP/ADP, el transporte de glucosa y los resultados en 

extenso se muestran en el manuscrito presentado a continuación. 

 

 

 

 

 

 

 

 



8.1.2 Presentación de manuscrito 



 



 



 



 



 

 

 



8.1.3 Determinación de metabolitos intracelulares 
 

Como se mencionó previamente, CL3 tiene un flujo glucolítico 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 

realizó la determinación de la concentración intracelular de metabolitos en las 

cepas MG1655 y CL3 en glucosa. Dichos experimentos fueron realizados en 

reactores de 500 mL, utilizando 400 mL de volumen de trabajo y una 

concentración de glucosa de 10 g/L. Las mediciones realizadas muestran que CL3 

tiene mayor concentración de metabolitos en la vía glucolítica y en la vía de las 

pentosas fosfato. El piruvato es un metabolito clave para ser medido, pues su 

principal vía de consumo en condiciones fermentativas está eliminada (Pfl). El 

incremento en las pozas de los metabolitos puede estar favorecido por la 

acumulación 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 producción de lactato que presenta la 

cepa CL3 debe ser necesario activar dicha actividad enzimática. La figura 8.1 

muestra las relaciones de  concentración 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 excepción de la 

glucosa 1-fosfato y de la acetil-CoA. La acumulación de G6P, FBP y piruvato 

comparada con la cepa silvestre fue previamente reportada para mutantes en pflB 

(Zhu y Shimizu, 2004). La relación acetil-CoA/CoA en CL3 está reducida al 50% 

con respecto a  la encontrada en MG1655. Esto es de esperarse por la eliminación 

de pflB en CL3, la menor poza de acetil-CoA podría estar limitando el crecimiento 

de CL3. El aumento de metabolitos encontrados en el presente experimento ha 

sido explicado cómo una respuesta celular a la necesidad de acumulación de 

piruvato para la activación de la lactato deshidrogenasa. De tal forma que existe 

una respuesta en el resto de los metabolitos de las vías centrales de carbono, lo 

que permitiría compensar y así mantener la dirección del flujo glucolítico. Las 

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



no están fuertemente direccionadas hacia la formación de PEP, de tal manera se 

ha propuesto que un incremento en la poza de los metabolitos de la parte baja de 

la vía debe ser compensado en la parte alta. Lo anterior para mantener la 

direccionalidad de la misma (Bennet et al., 2009). 

 

 



 
Fig. 8.1 Concentración de metabolitos intracelulares en las cepas MG1655 y CL3. Los 
números indican la relación de las concentraciones entre las cepas CL3/MG1655  
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8.2 Segunda sección: resultados en xilosa 
8.2.1 Caracterización cepas homolácticas en xilosa 
 

Como se mencionó en los antecedentes, se reportó previamente que las cepas 

carentes de la piruvato formato liasa (Pfl) son incapaces de crecer en medio 

mineral, en condiciones anaeróbicas, con xilosa como única fuente de carbono 

(Hasona et al., 2004). Se caracterizó la cepa CL3 en AM2-xilosa y se encontró 

que, contrastando con lo reportado anteriormente, son capaces de crecer a una 

velocidad baja, de 0.08 h-1. 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 azúcar menor en un 81% cuando se utiliza xilosa como única 

fuente de carbono. La reducción en la velocidad de crecimiento es del 68% 

comparada con la cepa silvestre en xilosa. Dicha reducción es más drástica que la 

encontrada para la misma cepa creciendo en glucosa. La reducción en la 

velocidad de crecimiento y en la velocidad de consumo de xilosa limita la 

productividad volumétrica de la fermentación a solo 0.375 gLact/L. h. Esto es solo el 

29% de lo obtenido en glucosa en las mismas condiciones (1.31 gLact/L.h). Por tal 

motivo, se decidió continuar trabajando en la modificación de la cepa CL3 para 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
Tabla 8.1Comparación de parámetros cinéticos entre las cepas CL3 (MG1655 
∆pflB ∆adhE) y su progenitora (MG1655) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8.2.2 Eliminación del sistema de transporte xylFGH  
 

Como se mencionó 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 llevó a cabo la eliminación de los genes 

que codifican para dicho transportador (xylF, xylG, xylH) en la cepa CL3 y se 

obtuvo la cepa denominada JU01 (E. coli MG1655 ∆pflB ∆adhE ∆frd 

∆xylFGH::Km). La cepa JU01 se caracterizó en medio AM2-xilosa 40 g/L y se 

encontró que crece a una velocidad de 0.12 h-1, 50% más rápido 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 permitiría un mayor 

rendimiento de ATP por mol de xilosa metabolizada y esto explicaría el aumento 

en la velocidad de generación de biomasa. Así mismo, la cepa JU01 consumió 40 

Glucosa Xilosa Parámetro MG1655 CL3 MG1655 CL3 
µ 

(h-1) 0.44 0.24 0.28 0.08 

X max 
(gDWC/L) 2.8 1.23 2.08 1.12 

qS 
(gazúcar/ gDWC.h) 2.33 6.43 0.98 1.2 

qP 
(gLact/gDWC.h) 0.09 4.92 0.037 1.4 

Rendimiento 
(g Lact/g azúcar)% 40 95 11 95 



g/L de xilosa en un tiempo menor a 72 horas (Tabla 8.2) aumentando la 

productividad volumétrica en un 34% en comparación con CL3. La cepa JU01 fue 

capaz de crecer y consumir xilosa sin limitación aparente en el transporte de la 

pentosa. El sistema de transporte XylFGH es un sistema de alta afinidad (Km 0.2 – 

4 µM) por la xilosa, el simporter XylE tiene una menor afinidad que el anterior, 

aunque está en el orden de los micromoles (Km 63-169 µM). 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 utilización de la pentosa. El 

transporte de xilosa se abordará de nuevo en la sección 8.2.4 de la presente tesis.  

 

Tabla 8.2 Comparación de parámetros cinéticos durante la fase exponencial de 
crecimiento, CL3 (MG1655 ∆pflB ∆adhE ∆frdA) y JU01 (MG1655 ∆pflB ∆adhE ∆frdA 
∆xylFGH::Km)  

Parámetro 
 CL3 JU01 

µ 
(h-1) 0.08 0.12 

X max 
(gDWC/L) 1.12 1.09 

qS 
(gazúcar/ 
gDWC.h) 

1.2 1.4 

qP 
(gLact/gDWC.h) 1.4 1.7 

Qvol 
(gLact/gDWC.h) 0.40 0.53 

Rendimiento 
(g Lact/g 

azúcar)% 
95 95 

 

 
8.2.3 Evolución adaptativa 
 

Se sometió a la cepa JU01 a un proceso de evolución adaptativa con el objetivo 

de aislar una mutante que fuera capaz de crecer más rápidamente en xilosa como 

única fuente de carbono y convertirla a D-lactato con una productividad más 

elevada de la que se tiene con JU01. La evolución adaptativa se llevó 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 logró incrementar significativamente la 

velocidad de crecimiento ni la producción de ácidos orgánicos evaluada a través 

del consumo de base utilizada para controlar el pH en el minifermentador. En la 

segunda etapa, se decidió utilizar una concentración de 120 g/L de xilosa para 

aumentar la presión de selección y así obtener mutantes con mejor capacidad de 

crecer en xilosa en concentraciones totales de azúcares similares a las 

encontradas en hidrolizados de bagazo de caña (Martínez et al., 2001). A través 

de este proceso de evolución adaptativa (figura 8.2), se aisló una cepa 

denominada JU15 (MG1655 ∆pflB ∆adhE ∆frdA ∆xylFGH::Km evolucionada). La 

cepa JU15 no fue capaz de completar la fermentación de 120 g/L de xilosa que se 

había propuesto como meta del proceso de evolución adaptativa. Buscando lograr 

el objetivo mencionado anteriormente se llevó a cabo una segunda ronda de 

evolución. Partiendo de la cepa JU15, se hicieron 17 pases en 23 días, de los 

cuales se aisló y caracterizó la cepa JU32. Durante esta etapa de evolución no se 

observó ninguna ganancia en la cantidad de biomasa obtenida, ni se aumentó la 

velocidad de crecimiento, así mismo no se logró completar la fermentación de 120 

g/L de xilosa. La cepa JU32 presentó una velocidad de crecimiento similar a JU15 

(0.19 h-1) y no redujo el tiempo de fermentación de 40 g/L de xilosa. Esto permite 

sugerir que con lo obtenido previamente en la cepa JU15 probablemente se está 

llegando al límite de lo que el sistema de evolución 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 mejoría 

sustancial en la capacidad de las cepas para convertir la xilosa en D-lactato, y 

para fines del presente proyecto se decidió utilizar a la cepa JU15 para su 

caracterización. 



 

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

 

8.2.3 Resultados de la conversión de xilosa en D-lactato 
 

Las cepas generadas fueron caracterizadas en su capacidad de conversión de 

xilosa a D-lactato. La figura 8.3 compara la velocidad de crecimiento y la velocidad 

específica de consumo de xilosa de las cepas MG1655, CL3, JU01 y JU15. Como 

se mencionó previamente, la eliminación de las vías fermentativas, 

específicamente de Pfl, en la cepa homoláctica CL3 causa una reducción del 63% 

en la velocidad de crecimiento comparada con la cepa silvestre MG1655. 
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Mediante la eliminación del sistema de transporte dependiente de ATP (xylFGH), 

se logró aumentar la velocidad de crecimiento en un 50% en la cepa JU01. La 

cepa JU15, aislada a partir del proceso de evolución adaptativa, logró incrementar 

un 50% su velocidad de crecimiento con respecto a JU01 y con respecto a CL3 se 

incremento 1.25 veces. En cuanto a la velocidad específica de consumo de xilosa, 

se encontró que las variaciones entre las cepas MG1655, CL3 y JU01 no son 

significativas. Sin embargo, la cepa JU15 incrementó al doble su velocidad 

específica de consumo de xilosa comparada con las demás cepas. La 

productividad volumétrica de D-lactato con la cepa JU15 fue de 0.75 g/L y el 

rendimiento de producción de D-lactato en JU15 es 95%, como lo encontrado para 

las cepas CL3 y JU01. Usando HPLC con una columna quiral se determinó que el 

D-lactato producido con JU15 es ópticamente puro. 

 

MG1655 CL3 JU01 JU15
0.0

0.1

0.2

0.3

μ
(h

-1
)

A

MG1655 CL3 JU01 JU15
0

1

2

3
B

qs
(g

xi
l/g

D
C

W
.h

)

 
Fig 8.3. A) Velocidad de crecimiento y B) velocidad específica de consumo de 

xilosa de las cepas MG1655, CL3, JU01 y JU15. 
 



Durante el desarrollo del presente proyecto la cepa JU15 fue empleada en un 

estudio para la conversión de hidrolizados de la fracción hemicelulósica de bagazo 

de caña (Trujillo-Martínez 2008). Mediante evolución llevada a cabo haciendo 

pases para adaptar a la cepa a un medio con una composición similar a los 

encontrado en los hidrolizados de la fracción hemicelulósica, se obtuvo una cepa 

derivada capaz de tolerar concentraciones elevadas (aprox. 20 g/L a pH 7.0) de 

acético a la que se nombró JU15A. Dicha cepa fue utilizada para la fermentación 

de hidrolizados de la fracción hemicelulósica de bagazo de caña obtenidos en la 

planta piloto del IBt-UNAM. La cepa JU15A mostró la capacidad de fermentar 

todos los azúcares presentes en los hidrolizados (Xilosa 59 g/L, glucosa 8 g/L, 

arabinosa 3 g/L) con rendimiento del 100% de conversión 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 producción de etanol llevando a cabo la eliminación 

del gen que codifica para la lactato deshidrogenasa (ldhA) y la inserción de los 

genes pdc y adhII de Zymomonas mobilis (Fernández-Sandoval 2009). A la cepa 

carente de ldhA se le integró 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).  El diseño original de la cepa JU15,  así 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 ingeniería 

metabólica para la producción de compuestos químicos 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 decidió evaluar la sobreexpresión 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 eliminó el transportador de xilosa de mayor 

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



transporte de xilosa en E. coli (Hernandez-Montalvo et al., 2001). Se 

transformaron ambas cepas (JU01 y JU15) con el plásmido 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 aeróbicos en 

matraces agitados, ya que se observó que la carga metabólica presentada por 

plásmidos multicopia enmascara los efectos de la expresión del gen a evaluar en 

condiciones anaeróbicas. Se comprobó que la sobreexpresión de galP no favorece 

incrementos significativos en la velocidad de crecimiento, ni en la velocidad de 

consumo de xilosa de las cepas JU01 y JU15 (datos no mostrados).  

 

En los experimentos anteriores no se observó limitación de transporte de xilosa en 

la cepa JU15.  Se propone medir el mismo para confirmar esta observación y 

caracterizar la capacidad de las cepas JU01 y JU15 (mutantes en los genes 

xylFGH) en su transporte de xilosa. 

 

8.2.4.1 Inactivación de xylE 

 

Para evaluar la contribución del simporter XylE al transporte de xilosa se llevó a 

cabo su interrupción en las cepas MG1655, CL3, JU01 y JU15. En experimentos 

en condiciones no aireadas con xilosa 40 g/L se encontró que la cepas JU01 y 

JU15 redujeron su velocidad de crecimiento en 24% y 45% respectivamente. Sin 

embargo, fueron capaces de crecer en xilosa como única fuente de carbono. Estos 

resultados indican la presencia de transportadores inespecíficos-alternos, capaces 

de internalizar xilosa a la célula y que podrían estar reemplazando el papel del 

sistema de transporte codificado por xylFGH. 

 

8.3 Secuenciación del genoma de JU15 
 

Se llevó a cabo secuenciación genómica comparativa de la cepa JU15 (CGS: 

comparative genome sequencing; Roche-NimbleGen). A través de esta 



secuenciación se pueden detectar mutaciones puntuales o SNP’s (Single 

nucleotide polymorfisms); regiones cromosomales eliminadas, así 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 compañía  se encontró una región de 27.4 kb  donde se muestra hibridación 

de la cepa de referencia (JU01) y en la cepa problema no hay hibridación, lo que 

podría indicar una posible eliminación de la región completa. Para confirmarlo se 

hizo una reacción de amplificación por PCR y en lugar de obtener un producto del 

tamaño esperado en un fondo silvestre se obtuvo un producto de 700 pares de 

bases aproximadamente, confirmando la eliminación de dicha región. 

Adicionalmente, se resecuenciaron la totalidad de las mutaciones reportadas, se 

encontró que solo uno de los cambios reportados fue verdadero. Lo que nos 

permite concluir que a través de la secuenciación genómica comparativa realizada 

se lograron detectar: 

• Una eliminación de 27.4 kb 

• Una mutación puntual en el gen gatC 

 

En la tabla 8.3 se muestran los genes codificados en la región eliminada. 

Destacan los genes implicados en la respiración, tanto citocromos y grupos hemo, 

como los implicados en la respiración de nitratos. Así mismo se encontró la 

eliminación 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 

ccmG periplasmic thioredoxin of cytochrome c-type biogenesis 

ccmF  heme lyase, CcmF subunit 

ccmE  periplasmic heme chaperone 

ccmD  cytochrome c biogenesis protein 

ccmC  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) 

yojO hypothetical protein 

eco ecotin, a serine protease inhibitor 

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

yojI  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 

apbE  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 mutación encontrada en gatC provoca el cambio de una Serina por una 

Leucina en el aminoácido 183 de la proteína (451 aminoácidos). Esto afecta en el 

dominio tipo PTSIIC y en una región transmembranal predicha. El dominio IIC de 

los sistemas PTS forma el canal de translocación y el sitio de unión específico 

para cada sustrato. 



 
8.3.1 Efecto de los cambios a nivel genómico en el fenotipo de 

JU15 
 

Para determinar la contribución de la pérdida de los genes codificados en la región 

antes mencionada en el fenotipo de JU15 se realizó la secuenciación del 

fragmento restante en JU15 y posterior eliminación de dichos genes en la cepa 

progenitora JU01. Una vez obtenida la cepa denominada JU01∆reg, se caracterizó 

en mini fermentadores con control de pH en medio mineral-xilosa 40 g/L y 

condiciones no aireadas. La velocidad de crecimiento que presentó la cepa 

JU01∆reg es similar a la de la cepa JU01,  en cuanto a la velocidad de consumo 

de xilosa y de formación de ácidos orgánicos se encontró que es también similar a 

la cepa JU01 (Fig. 8.4). Lo anterior plantea que la pérdida de la región de 27.4 kb 

no resulta benéfica para la cepa JU01 (en relación al crecimiento no aireado en 

medio mineral con xilosa y la producción de lactato), y que es posible que los 

cambios en el fenotipo de JU15 sean resultado de otras mutaciones o la 

combinación de otras mutaciones con la perdida de los genes de dicha región. 

Adicionalmente, se ha comprobado que la eliminación de la región de 27.4 kb no 

afecta el crecimiento aeróbico de JU15 y sus derivadas. 



 
Figura 8.4 A) Cinética de crecimiento de las cepas JU01, JU15 y JU01 ∆reg, B) cinética 
de consumo de xilosa de las cepas JU01, JU15 y JU01 ∆reg 
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8.3.2 Efectos de la inactivación de gatC 
Se llevó a cabo la inactivación de gatC en las cepas JU01 y JU15 y se 

caracterizaron sus efectos. Se encontró que (figura 8.5): a) la velocidad de 

crecimiento para la cepa JU15 se redujo 69 % al  inactivar gatC; b) para la cepa 

JU01 la velocidad de crecimiento se redujo 14%; y c) el consumo de base utilizada 

para neutralizar los ácidos orgánicos en la fermentación 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 inespecífico de xilosa y que 

JU15 es más dependiente de ese transporte de xilosa que JU01. Para terminar de 

analizar la contribución de GatC o bien el operón gatYZABC, que codifica para el 

sistema de transporte de galactitol tipo PTS, se propone llevar a cabo la clonación 

de dicho operón en un vector de expresión monocopia y realizar los ensayos de 

complementación con el gen gatC mutado y silvestre. Así mismo, se plantea 

introducir la mutación puntual de gatC encontrada en JU15 en JU01 y evaluar su 

efecto en el fenotipo.  

 

Figura 8.5 Velocidad de crecimiento de las cepas carentes del gen gatC comparadas con 
las cepas sin dicha mutación 
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9.- CONCLUSIONES  
 
Se obtuvo la cepa CL3 derivada de MG1655 capaz de convertir glucosa en D-

lactato con la velocidad específica más alta reportada hasta el momento para una 

cepa de E. coli que no ha sido sometida a un proceso de evolución adaptativa. La 

actividad residual de PDH en CL3 es la responsable de la conversión de piruvato 

en acetil-CoA, lo cual a su vez permite su crecimiento en condiciones anaeróbicas. 

La reducción de la relación ATP/ADP en CL3 comparada con MG1655 tiene un 

efecto positivo en la regulación del flujo glucolítico y no tiene efecto en la velocidad 

inicial de transporte de glucosa.  

 

Las mediciones de metabolitos intracelulares en CL3 mostraron la acumulación de 

intermediarios del metabolismo central y la reducción de la poza de acetil-CoA en 

comparación con la cepa MG1655. 

  

La inactivación del sistema de transporte de xilosa tipo ABC (XylFGH) provocó un 

aumento en la velocidad de crecimiento de JU01, 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 evolución adaptativa crece 50% mejor que 

JU01 y aumentó la productividad volumétrica de D-lactato de 0.5 a 0.75 g/L.h con 

un rendimiento de conversión del 95%.  

 

La inactivación del sistema de transporte de xilosa tipo ABC no tuvo efectos 

negativos en el transporte de xilosa en la cepa JU01. Mediante experimentos en 

condiciones aeróbicas y sobre-expresando la permeasa de galactosa, se confirmó 

que las cepas JU01 y JU15 no tienen limitación en el transporte de xilosa con 

respecto a CL3. Además, la velocidad específica de crecimiento incrementó 

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 inactivación de xylE se encontró que existen transportadores de 

xilosa alternativos a los ya reportados.  

 

Mediante secuenciación genómica comparativa en JU15 se encontró la 

eliminación de una región de 27.4 kb y la mutación puntual en gatC, que provoca 

el cambio de una Serina por una Leucina en el aminoácido 183. La eliminación de 

gatC en las cepas JU01 y JU15 produce un efecto negativo en la velocidad de 

crecimiento y consumo de xilosa. Por lo cual se concluye que además del 

transporte que se lleva a cabo por xylE, gatC también contribuye al transporte de 

dicho azúcar en JU15. 

 



Perspectivas 

10.- Perspectivas 

• Llevar a cabo los ensayos de complementación de gafe en las cepas ·JU01 

L1gatC y JU15 LlgatC. Evaluar su contrihuciónal transporte de xilosa yal 

. fenotipo de JU15. 

• Evaluar la contribución de la perdida de la región de 27.4 kbp combinada 

con la mutación de gatC en JU01, estudiar su contribución al fenotipo de 

JU15. 

• Encontrar los transportadores alternos que. contribuyen a la internalización 

de xilosa en E eoli. 

• Medir transporte de xilosa en las cepas JU01 y JU15, así como sus 

respectivas mutantes en xyIE, compararlas con la cepa sílvestre y Cl3. 

• Estudiar los cambios ocurridos en JU15 mediante análisis de flujos 

metabólicos, y en combinación con la secuencia del genoma de la cepa 

evolucionada y complementados con datos de transcripción de gel)es o 

proteómica, ampliar el entendimiento de los mecanismos encontrados por la 

cepa evolucionada para mejorar su fenotipo en las condiciones evaluadas. 

• Usar a JU15 como una plataforma para generar cepas derivadas para la 

producción de metaboHtos en condiciones. anaeróbicas a partir de xilosa y 
. . 

de residuos agroindustriales, p. el. cepas productoras de L-ractato, etanol, 

succinato Y'alanina, entre otros. 
" 

• Mejorar la capacidad. de producción de D-Iactato con concentraciones de 

hasta 100 gIL de glucosa o xilosa y sus mezclas. Realizar estudios de 

escalamiento para la producción de D-Iactato con JU15 y la purificación der 

mismo con miras a integrar un proceso de producción. 
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12.- Anexos 
12.1 Anexo I Solicitud de patente 

 
Alfredo Martínez Jiménez, Guillermo Gosset Lagarda, Georgina Teresa Hernández 

Chávez, Gerardo Huerta Beristain, Berenice Trujillo Martínez, José Utrilla Carreri.  

“Cepas de Escherichia coli modificadas por ingeniería metabólica para la 

producción de compuestos químicos a partir de lignocelulosa hidrolizada, 

pentosas, hexosas u otras fuentes de carbono”.  

Patente Sometida el 7 de Agosto de 2009 al Instituto Mexicano de Protección 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, además de que también realizó la compilación y estructuración de la misma. 

 

RESUMEN 
 

La presente invención se refiere a nuevas cepas de Escherichia coli denominadas 

CL3, JU15, 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 caña, además 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 producción del 

metabolito de interés (particularmente D-lactato, L- lactato o etanol) como única 

vía de regeneración 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 . 
 
 



Anexos 
_______________________________________________________________ 

 

 
 

 



Anexos 
_______________________________________________________________ 

 
12.2 Anexo II Puerto de muestreo anaeróbico 

 

A continuación se muestra la figura del puerto de muestro anaeróbico utilizado en 

los experimentos para la determinación de metabolitos intracelulares. Se utilizó 

manguera de neopreno para evitar la permeabilidad al oxígeno. A través de la 

presión de nitrógeno que se tiene en el reactor (0.1-0.3 bar) y utilizando dos 

válvulas 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 anaeróbico 
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12.3 Anexo III  Metabolitos medidos 

 
Tabla 12.3  Metabolitos medidos en las cepas MG1655 y CL3.  

*Metabolitos para los que no se cuenta con estándar y su concentración se expresa en términos de 

área. Los valores en paréntesis indican la desviación estándar de las mediciones de 6 replicas. 

 

 

 

Metabolito Concentración en la 
cepa MG1655  
(nmol/gDCW) 
 

Concentración en la 
cepa 
CL3  
(nmol/gDCW) 

Relacion 
MG1655/CL3 

Glucólisis 
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) 2.285 
F6P 2.346 ±(2.299) 5.778 ±(3.096) 2.463 
2/3-PG 9.121 ±(2.649) 21.582 ±(2.588) 2.366 
PEP 1.252 ±(0.957) 3.267±(0.339) 2.609 
Pyr 26.755 ±(21.803) 64.061 ±(11.539) 2.394 
Vía 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 
E4P* 42.809 ±(15.364) 111.616 ±(30.015) 2.607 
Ácidos orgánicos 
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* 8.460x107±(1.30x107) 4.673x107±(1.05x107) 0.552 
coA* 8.193x106 ±(1.875x106) 1.045X107±(1.769x106) 1.275 
Succinil-coA* 1.533 x106 ±(4.507 x105) 8.520 x106 ±(1.868 x106) 5.558 
Propionil-coA* 2.118x105 ±(1.565 x105)  5.520 x105 ±(1.323 x105) 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 x105 ±(6.978 x104) 1.815 x106 ±(5.220 x105) 15.611 
GDP 2.018 ±(0.695) 1.280945 ±(0.468) 0.635 
UMP 6.218 ±(1.238) 13.717 ±(3.249) 2.206 
UTP 5.906 ±(2.152) 5.627 ±(1.206) 0.953 
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12.4 Anexo III Lista de oligonucleótidos 

 
A continuación se presenta la lista de oligonucleótidos utilizados para la 

verificación de los SNP´s reportados por la secuenciación genómica comparativa.  

Tabla 12.4 Oligonucleótidos utilizados para secuenciación 
 nombre Tamaño 

(pb) 
Secuencia Coordenadas  

en el genoma 
de E.coli cepa 
MG1655 

1 nlpE-F 20 5´ TTA CCT ATG ACG CCG ATG AC     3´    215 693 
2 nlpE-R 20 5´ TGC TCA CTG AAT CCG TTC TC    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 TAT GA  3´    489 599C 
5 purK-F 20 5´  CAT GCC ACA CCG GAT GAG TT  3´    550 383 
6 purK-R 20 5´  CGT GAT GGC GAT GGA GTG TT   3´     551 156C 
7 sdhFor 20 5´  TCC GCG ATT ATG GGC AGC TT 3´    754 871 
8 sdhRev 20 5´  CCA TTC CCA GTT ATC TTC AT 3´    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 CAA CAG CTA CA  3´    805 687C 
11 ybiJ-F 20 5´ GAT TGT AAC GCG CAG ACC GA  3´    836 430 
12 ybiJ-R 20 5´GAA CAA GGC GGT CAA TTC TC   3´    837 259C 
13 stfR-F 20 5´ TGC AGA TGA AGG CGC ATT AC   3´ 1 429 664 
14 stfR-R 20 5´ TCA ACG AGA TGC CAC GAT GA  3´ 1 430 641C 
15 wzxC-F 20 5´  GGC GTG TGG ATT GAG AAT GT  3´  2 116 328 
16 wzxC-R 20 5´  CCG GTT CTT GGT TCC AGT TA   3´   2 116 971C 
17 gatCfor 20 5´ ATG TTT TCA GAA GTC ATG CG ..3´ 2 171 500 
18 gatCrev 20 5´ TTG CGC TGA ATA TCG TCG GC ..3´ 2 172 000C 
19 nrdB-F 20 5´ CGC CAC TAA CGG TAT TGA AC   3´ 2 344 777 
20 nrdB-R 20 5´ AGC GCC TGG TAA TCT ATA CG   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 GCA ATA GAC AAC ATG GT    3´ 2 792 351 C 
23 yhdP-F 20 5´   CGC CGC TAG  CAA TTG TTC AC   3´ 3 390 013 
24 yhdP-R 20 5´   GGC CAA CGA GCC AGA ACA TA  3´  3 390 429 C 
25 uvrD-F 20 5´  TGG CCT ACG TTG GCG TAA CC    3´ 3 997 799 
26 uvrD-R 20 5´  TGT TGA GCC AGC AGG CAA CA   3´ 3 998 494 C 
27 FadA-F 20 5´   TAC GCT GGC AGA GCA TGA TA   3´ 4 025 123 
28 FadA-R 20 5´   ACG CTG CTG AAT CTG ATG GA   3´ 4 025 734 C 
29 AceKF 20 5´    CTT GCG CGT CTT ATC ATG CC 3´ 4 216 076 
30 AceKR 20 5´   TAT TCG CGG TAG CTT TCG GT 3´ 4 217 057 C 
31 gltP-F 20 5´   CGC TGG CTT ATG AGC GTG AA   3´ 4 293 763 
32 gltP-R 20 5´   AAG CGT CGC ATC AGG CAT TG  3´ 4 294 437 C 
33 gltP-2F 20 5´ GCT GCA CTG GTT GAA CCT GA  3´ 4 294 539 C 
34 phnK-F 20 5´   GCG AGC GTA GCA GAG 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 ATT GT    3´ 4 323 436 
 yjdN-R 20 5´  TGT GAT CGG TAA GCC GGA TA   3´ 4 324 416 C 
 
 



Anexos 
_______________________________________________________________ 

 
12.4 Anexo IV Otras publicaciones generadas en este trabajo 

 
Engineering the Escherichia coli fermentative metabolism. Montserrat Orencio-

Trejo, José Utrilla, Marco T. Fernández-Sandoval, Gerardo Huerta-Beristain, 

Guillermo Gosset, Alfredo Martinez. Advances in Biochemical Engineering and 

Biotechnology. 2010. En esta publicación el que suscribe la tesis participó 

desarrollando dos capítulos, los que resumen el estado del arte en la ingeniería 

metabólica de E. coli para producir lactatos y succinato. 
 
OBTENCIÓN DE L Y D LACTATOS ÓPTICAMENTE PUROS EN Escherichia coli. 

José Utrilla Carreri, Alfredo Martínez Jiménez. En Memorias del III Simposio 

sobre Biofábricas. La Biotecnología como Herramienta para el Desarrollo y el 

Bienestar. Medellín Colombia, 2007.  

 

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

Guillermo Gosset, Alfredo Martínez. En preparación. 
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