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1. RESUMEN

En Escherichia coli la via metabdlica de los aminoacidos arométicos comienza con la
condensacion de fosfoenolpiruvato (PEP) y eritrosa-4-fosfato (E4P) para formar el primer
intermediario de la via, 3-Deoxy-D-arabinoheptulosonato-7-fosfato (DAHP). Con la finalidad de
obtener una cepa sobreproductora de compuestos aromaticos se elimind el sistema
carbohidrato de fosfotransferencia de fosfatos (sistema PTS) de una cepa de Escherichia coli.
La cepa PB12PTS GIc* carece del sistema PTS y ha recuperado la capacidad de crecer en
glucosa mediante un proceso de evolucion adaptativa en quimiostato. Se ha demostrado que en
esta cepa se puede dirigir parte del PEP hacia la via de los aromaticos aumentando el
rendimiento y productividad de aminoacidos aromaticos (Baez et al., 2004). Por otra parte, el
sistema PTS (particularmente el componente EIIAY°) est4 involucrado en la represién catabdlica
por glucosa (Peterkofsky et al., 1997).

Ya que la cepa PB12PTS GIc* carece de este sistema, y que estas cepas son capaces de
coutilizar glucosa y otras fuentes de carbono (Flores at al, 2005). En este trabajo se demostro la
capacidad de la cepa PB12PTS GIc* de metabolizar simultaneamente dos fuentes de carbono:
glucosa-arabinosa, glucosa-glicerol, y glucosa-gluconato. Esta cometabolizaciéon de fuentes de
carbono le permite a la cepa metabolizar mas moles de carbono respecto a glucosa como unica
fuente de carbono y aumentar su velocidad especifica de crecimiento (un). Se analizaron los
efectos de la coutilizacion de las fuentes mencionadas sobre el consumo especifico de fuentes
de carbono (gs), productividad especifica de DAHP, DHS y SHIK (qpanp, QpoHs, QsHik), asi como
en el rendimiento del primer intermediario aromatico DAHP (Ypaup) Y oOtros intermediarios de la
via de los aminoacidos aromaticos. Los estudios fueron realizados en el sistema de células en
reposo (células que no dirigen precursores hacia biomasa pero son metabdlicamente activas) y
cultivo por lote. En el sistema de células en reposo se uso a la cepa PB12PTS Glc*aroB,
transformada con plasmidos para redirigir el flujo de PEP y E4P (pRW300ar0G™ y pcL tktA), esta
estrategia permite que el DAHP sea una medida directa del flujo de carbono dirigido hacia la via
de los aminoacidos aromaticos. Los resultados en este sistema, indican que existe un aumento
sensible en la productividad respecto a glucosa cuando la cepa utiliza arabinosa o cuando ésta
coutiliza dos fuentes de carbono (hasta un 200% en glucosa-glicerol). EI aumento podria
deberse al aumento de la gs y/o por el aumento de las pozas de E4P y PEP. Por otro lado los
rendimientos que se obtienen en este sistema pueden ser del 100% del maximo tedrico

(Arabinosa, Gluconato y Glucosa-Acetato) o cercano a este.

Basados en los resultados anteriores, se eligieron a la arabinosa y las mezclas glucosa-

arabinosa y glucosa-glicerol para ser estudiados en fermentacién por lote en biorreactores. Los



estudios de crecimiento y produccion en fermentador indican que la cepa PB12PTS
(PRW300ar0G™, pCLtktA) tiene un aumento importante (respecto a glucosa) en la Qoamp
(400%), qons(143%), vy qsuik Y rendimiento (60% del tedrico maximo) cuando coutiliza glucosa y
glicerol. Es importante mencionar que en esta mezcla no se detecto formacion de acido acético
como subproducto a lo largo de la fermentacion, lo cual es de suma importancia en bioprocesos.
Por otro lado, en arabinosa y la mezcla glucosa-arabinosa la cepa tiene un rendimiento similar a
glucosa aunque la productividad es superior. Sin embargo en estas fuentes de carbono se

detecto la formacién de acido acético en cantidades superiores que la glucosa.

Lo anterior indica el papel esencial de la enzima bidireccional, transcetolasa tktA. Cuando la
cepa PB12PTS GIc'(pRW300aroG", pCLtktA) crece en arabinosa y la mezcla arabinosa-
glucosa existe un aumento de las pozas de ribulosa-5-fosfato por lo que las transcelolasas (A 'y
B) dirigen los flujos de carbono hacia la via de Embden-Meyerhoff-Parnas y por tanto hacia la
formacion de acido acético a partir de PYR. Sin embargo, cuando la cepa crece en la mezcla
glucosa-glicerol, existe un aumento en las pozas de fructosa-6-fosfato (F6P) y gliceraldehido-3-
fosfato, por lo que la transcetolasa A dirige el flujo hacia las pentosas fosfato lo cual permite un
aumento de E4P. Lo anterior junto a la disponibilidad de PEP via la glicélisis pudiera permitir
que la produccidon de compuestos aromaticos sea mayor en la mezcla glucosa-glicerol. De
acuerdo a los resultados, se puede afirmar que mediante la alimentacion de fuentes de carbono
coutilizables no solo se aumentan las pozas de diversos metabolitos sino también se ha logrado

modificar los flujos del metabolismo central hacia la via aromatica.

Por ultimo, la capacidad de Escherichia coli de coutilizar fuentes de carbono en ausencia del
sistema PTS pudiera tener interesantes propiedades comerciales, particularmente la mezcla
glucosa-glicerol; a partir de la cual se puede generar un proceso optimizado para la produccién

de compuestos aromaticos y para realizar subsiguientes estudios.



2. INTRODUCCION

2.1 Importancia industrial de los compuestos aromaticos.

Entre los derivados de los aminoacidos aromaticos (figura 1), se encuentran el acido adipico,
materia prima del nylon 6,6, asi como del poliuretano y resinas de poliéster. Las fibras hechas a
partir del nylon 6,6 son duras y resistentes a abrasién, razones por las cuales son usadas por la
industria manufacturera de neumaticos y calzado. La L-fenilalanina es la materia prima del
edulcorante Aspartame. El volumen de produccion de este compuesto es aproximadamente
15,000 toneladas por afio (Mueller et al., 2003). Sin embargo se espera que el mercado crezca
en 2-4% anualmente (ACHEMA, 2006). El L-triptéfano es utilizado primordialmente como aditivo
de alimentos de animales; sin embargo, también se usa en pastillas antidepresivas y
somniferos. Este sector demandé 300 toneladas en 2004. La L-tirosina se usa como materia
prima para la sintesis de L-DOPA, medicamento en contra del Parkinson. La demanda de este
aminoacido fue de 100 toneladas en 1996. El shiquimato es la materia prima para sintetizar el
Tamiflu® (Roche) el agente usado contra la influenza y gripe aviar. El Tamiflu inhibe la actividad
neuraminidasa de una de las dos proteinas de superficie de los virus de la influenza. EI mercado
del Tamiflu pudiera exceder el billon de ddlares. El acido dehidroshiquimico (DHS), un derivado
natural de la ruta comun de los aminacidos aromaticos, es un potente antioxidante de alimentos
superior o igual a los existentes en el mercado (Chang et al; 2003). Para culminar, el
saborizante vainillina, tiene una demanda apenas debajo de la fenilalanina, de 14,000 toneladas

al ano.

2.2 Produccion biolégica de los compuestos aromaticos.

El efecto invernadero, el empobrecimiento de las reservas de petrdleo, la implantacion de
tecnologias limpias y la deseada sustentabilidad que incluye la biodegradabilidad de los
productos, ha impulsado que muchos sectores de la industria quimica estén en busca de los
beneficios de usar materiales renovables. La biotecnologia tiene el potencial de producir
muchos compuestos que hoy se producen quimicamente. Sin embargo, la meta es tener
procesos rentables que ademas de disminuir severamente costos de inversion, también
disminuyan la demanda energética y las emisiones peligrosas. Por lo anterior se han celebrado
acuerdos internacionales, como la declaracion de Rio y otros acuerdos posteriores, entre
paises, donde se comprometieron a la busqueda de un crecimiento sustentable. Actualmente
varios productos aromaticos se sintetizan a partir del fenol, cuya produccién anual fue de 5X10°
toneladas en el afo 2001. El fenol, es un compuesto derivado del cumeno, se sintetiza por

varios procesos aunque el método predominante es la oxidacion de Hock. El fenol a su vez es
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producido a partir del benceno, que es un derivado del petroleo. Aproximadamente 20% de la
produccién global de benceno se dirige a la manufactura del fenol. La exposicion al benceno, ha
sido vinculada a varios tipos de cancer. Con la finalidad de aminorar los costos econémicos,
ecologicos y sociales del uso del benceno, se han orientado estudios para usar a
microorganismos, entre ellos Escherichia coli, para la produccién de compuestos aromaticos.
Uno de los principales retos de este enfoque biotecnoldgico es lograr que un microorganismo
sintetice compuestos aromaticos con alto rendimiento y productividad respecto a la fuente de

carbono utilizada.
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'
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Figura 1. Algunos de los productos derivados de la via de biosintesis los compuestos aromaticos. Los
metabolitos en gris son intermediarios de la via y los compuestos en blanco son los productos
comerciales.

2.3 Ingenieria de vias metabdlicas en Escherichia coli y su uso en la
producciéon de compuestos aromaticos.

Para lograr altos rendimientos y buenas productividades se ha recurrido a varias estrategias de
la ingenieria de vias metabdlicas (IVM). La IVM es la modificacion racional de reacciones
bioguimicas o la introduccidén de una nueva en un organismo, con el propésito de que sintetice
un compuesto de interés o que posea cierta propiedad celular (Bailey, 1991). En el caso de los
compuestos aromaticos, después de eliminar las inhibiciones por retroalimentacion de las
enzimas de la via y amplificar su expresion, el maximo rendimiento teorico se puede obtener
modificando el metabolismo central de Escherichia coli para redirigir el flujo del
fosfoenolpiruvato (PEP) y eritrosa-4-fosfato (E4P). ElI PEP y E4P son los compuestos
precursores de los metabolitos aromaticos y provienen de diferentes vias metabdlicas (glicélisis
y pentosas fosfato, respectivamente). Al condensarse, estos dos metabolitos dan origen al
primer intermediario de la via, el 3-D-arabinoheptulosonato-7-fosfato (DAHP). EI PEP es un
intermediario clave del metabolismo central y cuando una cepa silvestre crece en glucosa su
mayor consumidor es el sistema PTS. Este sistema consume la mitad del PEP producido por la
glicolisis (Postma, 1996), por lo que el rendimiento de arométicos en cultivos con glucosa esta
limitado. Solamente el 3% del PEP se utiliza en la biosintesis de aminoacidos en las cepas
silvestres de Escherichia coli, cuando crecen en glucosa como unica fuente de carbono. Con el
propésito de hacer accesible una mayor concentracion de PEP para la biosintesis de
compuestos aromaticos, se decidid deletar el operdn pisH/crr que codifica para las enzimas
comunes de PTS (El, HPr) y el transportador especifico de glucosa (EIIA?®) en cepas silvestres
de Escherichia coli. Flores y col. (1996) reportaron la construccion de las cepas PB11 y NF6 sin
el sistema PTS, derivadas de las silvestres JM101 y PB103 respectivamente, las cuales crecen
muy lentamente en glucosa (u= 0.1 hr'). A partir de estas cepas se obtuvieron por evolucién
adaptativa en quimiostato cepas capaces de crecer rapidamente en glucosa. De la cepa NF6 se
obtuvo la cepa NF9 con la cual se demostré que se produce DAHP con un rendimiento cercano
al 19% en ciertas condiciones de crecimiento. De la cepa PB11PTS Glc™ se derivo la cepa
PB12PTS GIc" que es capaz de crecer en glucosa con una p 0.4 hr'. Esta cepa utiliza a la
permeasa de galactosa (GalP) y la glucocinasa para fosforilar la glucosa. Se ha demostrado que
las cepas PTSGIc’ tienen la capacidad de acumular intermediarios aromaticos con mayor
eficiencia y productividad que sus correspondientes cepas silvestres (Flores et al., 1996 y Baez

et al., 2000). Sin embargo, la eliminacion del sistema PTS tiene consecuencias pleiotropicas en
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la célula. Por ejemplo, la enzima EIIAY® esta involucrada en el mecanismo de represion
catabdlica por glucosa, en donde se convierte en el sensor y mediador de ella. Se ha
demostrado que cepas PTS han perdido la represion catabdlica glucosa sobre arabinosa y
conservan la represion de glucosa sobre xilosa (Hernandez-Montalvo et al., 2001). Se han
estudiado los efectos de esta ausencia parcial de represion catabolica y se ha demostrado que
las cepas PB11PTS Glc’ y PB12PTSGIc* son capaces de coutilizar glucosa y acetato
incrementando sus p con respecto a glucosa. Ademas la cepa PB11PTS GIc* es capaz de
coutilizar glucosa y otras fuentes de carbono (Flores et al., 2005a y Flores et al., 2005b). Sin
embargo, no se ha realizado un estudio detallado del potencial de esta propiedad de las cepas
PTS" con represiéon catabolica modificada en la produccién de compuestos aromaticos. Por lo
anterior en este trabajo se analizan los efectos de la ausencia del sistema PTS sobre la pérdida
de la represion catabdlica en la coutilizacion de fuentes de carbono. También se analizo el
impacto de esta cometabolizacién en la produccion del DAHP y de otros intermediarios
aromaticos. El estudio se realizé en dos sistemas: cultivo de células en reposo y en cultivo en

fermentador.



3. ANTECEDENTES
3.1 Metabolismo de Escherichia coli.
3.1.1 Anabolismo, catabolismo y metabolismo central.

Una célula de Escherichia coli esta conformada por agua (70%) y el resto del peso seco de la
célula lo componen las macromoléculas: acido desoxirribonucleico (ADN), acido ribonucleico
(ARN), proteinas, lipidos y carbohidratos. Los precursores bioquimicos para la sintesis de estos
compuestos, son de bajo peso molecular, se usan rapidamente por lo que son constantemente
suplementados por sintesis bioquimica a partir de glucosa u otras fuentes de carbono. Las
reacciones que ocurren en una célula pueden clasificarse como siguen (Neidhardt et al., 1990).
e Las reacciones catabolicas, producen los precursores metabdlicos necesarios para la
biosintesis a partir de las fuentes de carbono. También generan energia libre de Gibbs en
forma de ATP, las cual es usada en la biosintesis, polimerizacién y reacciones de ensamblaje.
¢ Las reacciones de energia producen poder reductor para biosintesis.
¢ Las reacciones de ensamblaje o anabdlicas son las reacciones que permiten la sintesis de
macromoléculas a partir de metabolitos, el transporte a lugares especificados y finalmente, su
asociacion para formar estructuras celulares tales como pared celular, membranas, nucleo,
etc. Existen vias metabdlicas especificas en la célula, involucradas en la biosintesis de
compuestos particulares. Cada una consiste de reacciones secuenciales que llevan a la
sintesis de metabolitos adicionales de construccion.
La glicdlisis es la suma de todas las reacciones bioquimicas por la cual la glucosa y otras
fuentes de carbono son convertidas en piruvato; esto es posible por la participacion de las
siguientes vias: Embden-Meyerhof-Parnas, pentosas fosfato y Entner-Doudoroff. En general
estas vias metabdlicas confluyen en la formacion de gliceraldehido-3-fosfato, compuesto que
esta comprometido en la formacioén de piruvato. El piruvato se convierte en punto de enlace

entre la glicdlisis y el ciclo de los acidos tricarboxilicos (figura 2).

3.1.2 La via metabodlica involucrada en la biosintesis de los aminoacidos
aromaticos en Escherichia coli.

La via metabdlica de la biosintesis de los aminoacidos aromaticos consiste en una via comun
llamada también via del shiquimato (SHIK) y en las vias terminales. La via comun fue elucidada
por Davis y Prinson en 1971. Esta via inicia con la condensacién aldélica irreversible de E4P y
PEP, la cual da origen al DAHP y termina con el corismato (CHO) (figura 3A). Después del
compuesto anterior, inician las llamadas vias terminales que permiten la biosintesis de L-

triptéfano (L-trp), L-tirosina (L-tyr) y L-fenilalanina (L-phe) (figura 3B).
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Figura 2. Metabolismo central de Escherichia coli con las vias catabdlicas de las diferentes fuentes de
carbono y su relacién con la via de sintesis de los aminoacidos aromaticos.
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Figura 3. A) Intermediarios de la via comun de los aminoacidos aromaticos y genes que codifican para
las enzimas que catalizan la reaccién B) Lo mismo que A pero de las vias terminales de los aminoacidos
aromaticos.

3.1.3 Caracteristicas de las enzimas y reacciones involucradas en la via
comun de los aminoacidos aromaticos.

a) 3-Deoxy-D-Arabino-Heptulosonato 7- fosfato Sintasa.

La primera enzima de la via cataliza la condensacién de la E4P y PEP, la cual da origen al
DAHP vy fosfato inorganico. La estructura del DAHP fue identificada como 1-carboxi-2-deoxi-a-
D-glucosa-6-fosfato (Garner G.C y Hermann K.M, 1984). La forma piranosa del compuesto y la
reaccion que le da origen se muestra en la figura 4a. En Escherichia coli existen tres isoenzimas
que catalizan la formacion de DAHP (Zurawsky et al. 1981, Tribe et al 1976), las cuales se

denominan AroG, AroF y AroH. Estas enzimas estan codificadas por sus genes estructurales
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homologos (aroG, arof, aroH), los cuales estan localizados en diversas regiones del genoma
(Blattner et al.,, 1997). Cada una es sensible de inhibicibn por su aminoacido aroméatico
especifico; la primera es retroinhibida por L-fenilalanina (0.1 mM), la segunda por L-tirosina (0.1
mM) y la ultima por L-triptéfano. Sin embargo, AroH es parcialmente inhibida por triptéfano para
asegurar un constante suplemento de corismato para la sintesis de otros compuestos

aromaticos.

Adicionalmente los genes aro son regulados transcripcionalmente por represion, los cuales son
ejercidos por los productos de los genes #rRy trpR. El gen #rpR codifica para la proteina
represora TrpR, la cual es un dimero que se activa cuando dos moléculas de triptofano se unen
a ella, apartando la orientacion de las hélices de la proteina de tal manera que se ajusta a las
cavidades mayores del DNA. Esta es la manera en que TrpR regula la transcripcion de aroH.
Por otro lado TyrR puede actuar como represor o como activador. Para actuar como represor
necesita de la presencia de tirosina y ATP; asi los dimeros de la proteina hexamerizan y actuan
sobre los promotores de los genes arofF y aroG. Cabe mencionar que /n vivo, el mecanismo
regulatorio mas importante es la retroinhibicion de las DAHP sintasas, como demostro la
resonancia magnética nuclear no invasiva de células de Escherichia coli (Ogino et al., 1982). En
una cepa silvestre de Escherichia colila actividad total de las DAHP sintasas es distribuida en
las tres enzimas. Se sabe que AroG es un homotetramero y que es reponsable del 80% de la
actividad total. Mientras que AroF y AroH son homodimeros que participan con el 20 % y 1% de
la actividad total, respectivamente (Herrmann et al., 1983).

b) 3-Dehidroquinato Sintasa (DHQ sintasa).

La DHQ sintasa, es la segunda enzima de la via y cicla irreversiblemente al DAHP, liberando
fosfato, y formando el compuesto 3-dehidroquinato (DHQ) (figura 4b). Esta enzima codificada
por el gen aroB, es monomérica (p.m 39,000 Da), requiere de NADH y de cobalto para su
actividad. La DHQ sintasa parece estar expresada constitutivamente y no es reprimida por
ningln aminoacido aromatico ni por corismato; tampoco parece ser inducida por DAHP. La DHQ
sintasa es activada por fosfato inorganico producto de su reaccién. La forma piranosa del DAHP
parece ser su sustrato (Garner G.C y Hermann K.M, 1984). A pesar de que se ha calculado que
la actividad especifica de la DHQ sintasa es cinco veces mas que la necesaria para los
requerimientos de aminoacidos aromaticos de células con un tiempo de duplicacion de una
hora, cuando se sobreexpresa una DAHP insensible a retroinhibicion por Tyr, existe
acumulacion de DAHP por lo cual esta enzima es limitante para la produccién de compuestos
aromaticos (Ogino et al., 1982). Debido a lo anterior, en varios estudios de produccion de
aminoacidos aromaticos el gen aroB es mutado para que el DAHP acumulado sirva como

medida del carbono comprometido a la via aromatica (Liao et al., 1994; Baez et al., 2001).
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c) 3-Dehidroshiquimato deshidratasa (DHQ deshidratasa).

El tercer paso de la via consiste en la deshidratacion del DHQ para formar 3-dehidroshiquimato
(DHS, figura 4c) e introduce el primer doble enlace del anillo aromatico por medio de una base
de Schiff, en la cual la lisina-170 sirve como el donador amino. Esta enzima conocida también
como dehidrocinasa, es un dimero con una subunidad de 26,000 Da codificada por el gen aroD.

Esta enzima parece estar expresada constitutivamente y su Km in vitro es de 44mM.
d) Shiquimato deshidrogenasa.

Esta enzima cataliza la reduccion de DHS a shiquimato (figura 4d). Esta enzima es una
deshidrogenasa dependiente de NADPH, tiene un peso molecular de 29,000 Da y esta
codificada por el gen aro£. La Km de la enzima por shiquimato es de 55 mM. El gene arof£ se

expresa constitutivamente.
e) Shiquimato quinasa | y IlI.

El quinto paso de la via del shiquimato, lo catalizan las shiquimato cinasas | y Il; ambas
catalizan la formacion de shiquimato 3-fosfato (S3P), a partir de shiquimato y ATP (figura 4e).
Estas isoenzimas, son monomeros con un pm de 19,500 Da pero solo comparten el 30% de
identidad. Ambas enzimas pueden funcionar in vitro; la isoenzima Il (arol) tiene una Km de 200
mM vy la de la isoenzima | (aroK) es de 5 mM. La expresion de la shiquimato cinasa Il esta
controlada sinérgicamente por los represores Trp y Tyr. Particularmente cuando las células
estan limitadas por L-Tyr y L-Trp, o cuando el regulador tyrR esta inactivo, la sintesis de la

shigquimato cinasa Il se eleva diez veces.
f) 5-enolpiruvilshiquimato 3-fosfato sintasa.

En el sexto paso de la via del shiquimato, una segunda molécula de PEP es utilizada en la via.
El PEP se condensa con S3P para generar 5-enolpiruvilshiquimato 3-fosfato (EPSP) y fosfato
inorganico (figura 4f). Esta reaccidn es catalizada por la EPSP sintasa (aroA), una enzima

monomeérica de 48,000 Da de p.m. La Km para PEP y S3P es de 16 y 2.5 mM respectivamente.
g) Corismato sintasa.

El séptimo paso y ultimo de la via comun es la trans-eliminacién-1,4 del fosfato de EPSP para
producir CHO (figura 4g). En esta reaccion, el segundo de tres dobles enlaces del benceno se
introduce. La reaccién es catalizada por la corismato sintasa y requiere de la flavina reducida

como cofactor. Esta enzima es sensible al oxigeno.
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3.2 El sistema PTS en Escherichia coli.

3.2.1. El transporte de carbohidratos en Escherichia colli.

Los carbohidratos presentes en el medio de cultivo deben cruzar dos barreras hidrofobicas
antes de ser metabolizados, debido a que Escherichia coli y otras bacterias gram-negativas
presentan dos membranas rodeando su citoplasma. Estas son llamadas membrana externa y
membrana del citoplasma. El espacio entre estas dos membranas es el periplasma. Para
controlar los flujos de entrada y salidas de moléculas a través de estas barreras la célula
sintetiza proteinas que forman canales. Asi, la membrana externa contiene aproximadamente
10° canales llamadas porinas (Nikaido et al., 1979). Las proteinas OmpC y OmpF son las
porinas mas abundantes durante el crecimiento en condiciones de laboratorio ya que son los
principales canales de entrada de la glucosa en concentraciones mayores de 0.2 mM (Nikaido et
al. 1985., Death et al. 1993); sin embargo cuando la glucosa esta presente en concentraciones
submicromolares se induce la sintesis de otra porina de la membrana externa llamada LamB,
esta porina también puede transportar maltosa, maltodextrinas y varios carbohidratos. La
difusién de los azucares a través de las porinas es un proceso pasivo. Para que los
carbohidratos crucen del periplasma a la membrana citoplasmatica es necesario un transporte
activo (figura 5). El transporte de carbohidratos con fosforilacién concomitante es realizado por
el sistema PTS. Por el contrario, los carbohidratos que son internalizados en una forma no
fosforilada necesitan quinasas para fosforilarlos antes de metabolizarse y las permeasas

responsables del transporte son llamadas de forma general permeasas no-PTS.
3.2.2 Descripcion del sistema PTS.

El sistema PTS esta involucrado en el consumo y fosforilacibn concomitante de varios
carbohidratos y algunos alcoholes (tabla 1). Dentro la familia de transportadores el sistema PTS
pertenece al grupo de los translocadores. Este sistema esta ampliamente distribuido en
bacterias y ausente en organismos del grupo Archaea y Eucariotes (Postma et al. 1996., Saier
et al. 2000). El sistema PTS en Escherichia coli consiste de:

¢ Dos proteinas generales de PTS; enzima | (El) y la proteina acarreadora HPr rica en
histidinas, codificadas por los genes ptsH/. Estas proteinas participan en la fosforilacién
de todos los carbohidratos tipo PTS.

e Permeasas azucar-especificas de PTS, también llamadas enzimas Il (Ell); Escherichia
coli cuenta con 21 complejos enzimaticos tipo Il para el transporte de diferentes
azucares. Por ejemplo, para el transporte de glucosa se requiere del componente soluble
lIA (EIIA%) y la proteina IICB que consta de un dominio soluble y un dominio integral de
membrana. Estas proteinas estan codificadas en los genes crry pisG respectivamente.
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Una caracteristica esencial del sistema PTS es que la cadena de transferencia del grupo fosfato
empieza con la donacion del grupo fosforil por el PEP a la enzima El, procede via HPr y de ahi
el grupo fosfato es donado al transportador carbohidrato especifico, que para el caso del
transporte de glucosa consta de la enzima hidrosoluble EIIA®° y finalmente a la enzima EIIBC
(figura 5). Los carbohidratos fosforilados son metabolizados inmediatamente. El sistema PTS
esta involucrado también en los procesos de represion catabolica y quimiotaxis, en Escherichia
coli. Las cepas que tienen mutado los componentes El y HPr no pueden crecer en ningun
sustrato PTS (Postma, et al 1987). Sin embargo, ya que el sistema Ell es especifico para cada
sustrato, las mutantes carentes de este componente son incapaces de crecer en el sustrato
especifico de la enzima. También se ha reportado que cepas carentes del sistema PTS son
capaces de crecer en sustratos no PTS, esto es debido a la regulacion que ejerce el

componente Ell en el metabolismo, el cual se discutira adelante (Postma, et al 1987).

Tabla 1. Enzimas Ell / Elll y sustratos del sistema PTS

Enzima li/1ll Sustrato

|Neg N-acetilglucosamina
“Glc/”lGIc . ;. ;. .
Glucosa, metil a-glucosido, a-glucosido, tioglucosa
glucosamina, sorbosa, manosa, 2-deoxyglucosa
[1Many g Man M
anosa, glucosa, 2-deoxyglucosa, fructosa, N-
acetilglucosamina, metil-a-glucosido.
[1Fry Fructosa, glucosa, sorbosa, xilitol
[ Galacti '
Galactitol, glucitol
Gut Gut : . .
15711 Glucitol, galactitol, manitol, fructosa
”Mtl M . f
anitol, glucitol
Bgl L. . L, .
[T B-glucosidos, glucosa, metil-o-glucosido
115ery 1€ Sacarosa
Lac
Il Lactosa
Sor
Il Sorbosa
Dha - .
Il Dihidroxiacetona

14



Cytoplasm Periplasm

Glucose

pEP~,~(ED) ‘
Pyruvate x ?

Glucose

G6P Glucokinase
J

ADP  ATP
Glucose + H*

Figura 5. Organizacién del sistema PTS. Las proteinas generales de PTS son El y HPr. Las proteinas
azuUcar especificas son las Ell. Se muestran tres de los diferentes Ell, para manitol (Mtl), glucosa (Gic) y
manosa (Man). El componente Ell, puede consistir en una proteina con varios dominios o en varias
proteinas, donde al menos una es integral de membrana (Gosset., 2005).

3.2.3 El Sistema PTS y su relacion con la represién catabdlica.

El término represion por catabolito (CR, por sus siglas en inglés) se usa actualmente para
describir un fenémeno que ocurre en todos los microorganismos, donde la presencia de una
fuente de carbono en el medio puede reprimir la expresion de ciertos genes y operones
relacionados con la utilizaciéon de fuentes de carbono alternativas (Stilke et al.,, 1999). Este
fendmeno fue estudiado extensivamente por J. Monod en 1940, quién observé que cuando a
una cepa de £. colise le provee de lactosa y glucosa simultaneamente en el medio de cultivo, el
microorganismo consume glucosa y s6lo cuando ésta se ha acabado, comienza a metabolizar
lactosa (Monod 1942). Monod nombré a este comportamiento crecimiento diauxico.
Recientemente el término represion por catabolito se empezé a utilizar para describir el
fendmeno donde la presencia de ciertos compuestos en el medio (ya sean fuentes de carbono o
de nitrégeno) puede reprimir la expresion de ciertos genes u operones (Wanner et al., 1978;
Postma and Lengeler, 1985; Saier et al., 1996). Aunque la finalidad es reducir la expresion
ciertos genes, el mecanismo de represion puede ser diverso. La presencia de la fuente de

carbono represora es responsable de concentraciones mas bajas de inductores especificos de
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las rutas alternativas de catabolismo, altera las actividades de reguladores especificos, o
participa en la activacion de proteinas de control global, tales como la proteina activadora de
genes catabdlicos (CAP, por sus siglas en inglés; también nombrada CRP). A continuacion se
presentan los mecanismos de represion catabdlica mencionados y su relacion con el sistema

PTS, particularmente con el componente EIIAY°,
3.2.3.1 Mecanismo que evita la induccién especifica del carbohidrato.

Este mecanismo también es llamado exclusién de inductor. Cuando un sustrato tipo PTS, como
la glucosa esta presente en el medio, el grupo fosfato proveniente de PEP es donado finalmente
al azUcar entrante, por lo que la enzima EIIA%® se encuentra predominantemente en su estado
no fosforilado. Esta forma de la enzima se une a las permeasas no PTS, y como consecuencia
se inhibe el transporte y la formacion de los inductores de estos azucares, por ejemplo
alolactosa para la induccion de /ac. Debido a la falta de inductores especificos, los operones
respectivos permanecen en estado reprimido. Ademas la enzima EIIA no fosforilada también se
puede unir al glicerol quinasa evitando la formacion de glicerol 3-fosfato, el inductor de los
genes catabdlicos de glicerol (Postma et al., 1993). Por otro lado el estado fosforilado de EIIAY®
(EIIA%°-P) previene su unién a las proteinas blanco. Este tipo de mecanismo es el que ocurre en
los llamados carbohidratos no PTS entre ellos lactosa, melobiosa, maltosa y glicerol.

3.2.3.2 Mecanismo de control transcripcional con reguladores globales.

En Escherichia coli; la proteina CRP activa la transcripcion de mas de 100 promotores
involucrados en el metabolismo de fuentes de carbono alternativas a la glucosa. CRP en
algunos casos esta involucrado en mecanismos de represion. El proceso de activacion de la
transcripcion por CRP es la siguiente: la proteina CRP, es un homodimero, que tiene un cambio
conformacional cuando se une a su efector alostérico AMPc y por lo tanto se une eficientemente
a secuencias especificas localizadas cerca o dentro de promotores para regular la trascripcion
(Zheng et al, 2004). Asi que la regulacién global por CRP depende de la cantidad intracelular de
AMPc y a su vez de los niveles de CRP. Los niveles de AMPc son controlados por la actividad
de la adenilato ciclasa (Cya), y la actividad de esta enzima se inhibe por EIIA?®, mientras que
EIIAY°-P es un activador de Cya (Postma et al., 1993). Hasta hace muy poco, el papel de EIIA%°-
P como activador de Cya estaba basado principalmente en argumentos genéticos, sin embargo
Young-Ha y col. (2006) lograron demostrar que solamente el componente EIIAY® del sistema
PTS interactua con Cya. En este estudio se descubrié que el estado no fosforilado y fosforilado
del componente EIIA% puede interactuar con Cya, sin embargo ambos estados de fosforilacion
no ejercen regulacion sobre la actividad de Cya. Solamente en presencia del extracto de

Escherichia coli el componente EIIAY-P ejerce actividad sobre Cya. Los autores proponen que
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la regulacion de Cya es en conjunto EIIA®°-P y un factor regulatorio presente en el extracto que
aun se desconoce.

Se ha reportado que CRP también controla la expresion de genes estructurales de reguladores
globales como Fis (Nasser et al., 2001) o contribuyendo a la selectividad del factor ¢ (Colland et
al.,, 2000). Ademas varios reguladores de genes glicoliticos y gluconeogénicos y genes
relacionados con el metabolismo de la glucosa son controlados por otros factores

transcripcionales: Cra (FruR) y Mic (Saier et al., 1996 ).
3.2.3.3. Cascada de sefiales que median la represidn catabdlica.

De la descripcién anterior es obvio que el estado de fosforilacion de EIIAY es lo que determina
muchas respuestas regulatorias en Escherichia coli De hecho ya que EIIA® y EIIAY-P son
parte de la cadena PEP-PTS, los defectos en cualquiera de las dos componentes abolira la
represion catabdlica en E.coli La relacién EIAYC / EIIAY-P se ajusta de acuerdo a la
disponibilidad del azucar considerando el transporte por PTS. Por ejemplo cuando la glucosa es
transportada, el grupo fosforil de EIIAY-P es enviado al aztcar entrante via EIICB?°, el principal
transportador de glucosa de PTS. De igual manera cualquier azicar PTS podria afectar
indirectamente el estado de fosforilacion de EIIAY® drenando los grupos fosfatos al azlcar
entrante. Este escenario, no provee una explicacion para la fuerte represion catabolica de
carbohidratos no PTS tales como glucosa-6-fosfato. Sorprendentemente, la glucosa 6-fosfato y
varios azlcares no PTS causan la defosforilacion de EIIA® en varios grados (Hogema et al.,
1998). Para explicar este resultado inesperado, varios autores proponen que la relaciéon
PEP/piruvato esta involucrado en el control del estado de fosforilacion de EIIA%®. La relacién
PEP/piruvato esta influenciado por el metabolismo de carbohidratos. Si la enzima EIIAY°-P es un
efector de la adenilato ciclasa, la desfosforilacion de Ella%c resulta en una baja produccion de
AMPc. Sin embargo la relacion de cantidad de AMPc a EIIAY“-P no estan correlacionados
(Hogema et al., 1998). Estos resultados cuestionan el modelo regulatorio simplificado (Notley
McRobb, 1997). En este sentido también estan los resultados de Flores et al 2005a, que
demostraron que en la cepas PTS’, parece que existe suficiente AMPc para inducir la expresién
de muchos genes y operones regulados por este metabolito. En Escherichia coli, pareciera que
existe un factor adicional para la regulacion de la adenilato ciclasa que pudiera estar supliendo
el papel del componente EIIA%° en cepas PTS™ el cual no se conoce (Flores et al., 2005; Flores
et al., 2007).
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3.3 Estrategias de ingenieria de rutas metabdlicas para una sintesis
eficiente de compuestos aromaticos.

3.3.1 Consideraciones sobre los metabolitos E4P y PEP precursores de la
biosintesis de compuestos aromaticos.

La velocidad y rendimiento de la producciéon de un metabolito esta limitada en ultima instancia
por la capacidad de canalizar los flujos metabdlicos del metabolismo central hacia la via
biosintética deseada (Liao et al., 1996). El primer objetivo para la produccion de compuestos
aromaticos es la redireccion de E4P y PEP hacia DAHP. Esto se logra aumentando la actividad
de la primera enzima de la via. Debido a que las DAHP sintasas son inhibidas en actividad y
concentraciéon, se deduce la importancia de trabajar con versiones de las DAHP sintasas
insensibles a retroinhibiciéon y que puedan ser sobrexpresadas. Con ese objetivo, los trabajos
realizados por Draths y col. (1992), resaltaron la necesidad de sobrexpresar la DAHP sintasa
insensible a inhibicion por fenilalanina aroG™ (fbr, feedback resistant). Sin embargo, la
alteracion de esta enzima tiene un efecto marginal en el rendimiento y productividad de DAHP.
Por otro lado, varios estudios han reportado que la E4P es limitante en la velocidad de sintesis
de DAHP, pero no es la limitante del rendimiento, en cultivos con glucosa (Draths et al 1992,
Patnaik et al 1994 (a,b)). Lo anterior se confirm6 mediante analisis estequiométricos, como se
muestra mas adelante. Por otro lado, aunque la transaldolasa (TalA) en principio tendria la
misma funcion para generar E4P en cultivos con glucosa, se ha establecido que es menos
eficiente que la transcetolasa A (TktA) para aumentar la productividad de DAHP (figura 2),
(Flores et al.,1996; Lu y Liao., 1997).

3.3.2 Analisis de las redes y flujos metabdlicos para la canalizaciéon de
flujos a la via de biosintesis de compuestos aromaticos.

El segundo acercamiento es mediante el analisis de la red metabdlica de interés, con un
enfoque estequiométrico. Lo anterior permite evaluar los flujos Optimos y sub-6ptimos y
determinar los genes dispensables (Schuster y Schuster., 1993). Los productos de los genes
dispensables son en un principio aquellos que compiten por el metabolito de interés y por tanto
limitan el redireccionamiento de los flujos. Es importante resaltar que el analisis estequiémetrico
no toma en cuenta necesariamente la regulacion implicita en un sistema fino como lo es el
metabolismo central. Por tanto no predice la extensién de los cambios fisiol6gicos del organismo
al eliminar algun gen. Lo anterior es particularmente cierto en el caso de modificaciones al
metabolismo central, que provee de precursores y energia para la biosintesis. Por lo anterior

ciertos cambios en el metabolismo causan severas perturbaciones fisioldgicas.

Los andlisis de los flujos metabdlicos planteados para la via aromatica, se basaron en trabajos

realizados por Schuster y Schuster (1993), los cuales fueron adaptados primeramente por Liao y
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col. (1996). Usando este acercamiento, se examinaron las reacciones que convierten las
fuentes de carbono en compuestos aromaticos. Como se ha mencionado, el primer paso
comprometido es la formacion de DAHP; entonces, el objetivo es la canalizaciéon y
condensacion efectiva de E4P y PEP en este compuesto. En la figura 6 puede observarse que
por cada dos moléculas de PEP generadas de la via glicolitica, al menos una molécula de PEP
es usada para transportar la glucosa a través del sistema PTS. El PEP se convierte en piruvato
(PYR), después de que es desfosforilado para transportar a la glucosa. Asi que de la inspeccion
y analisis cuantitativo de las vias, resulta que el maximo rendimiento de DAHP a partir de
glucosa es 43%. Por el contrario, evitando el flujo de PEP a piruvato el rendimiento podria
incrementarse al doble (86%). Para reducir el flujo de PEP hacia compuestos no deseables se
pueden usar varias estrategias como: a) usar mutantes carentes del sistema PTS b) usar
azucares tipo no PTS (xilosa, arabinosa), c) reciclar el piruvato a PEP y d) evitar la formacién de
PYR via las piruvato cinasas (PyK A,F). En la figura 7 se muestra la distribucion de flujos para

varias de las alternativas anteriores.

7
Ribulosa 5P
;/ \c

X5P R5P

1Y tktA
G4P S7P

1

1
E4P F6P
aroG™
A 4

DAHP

Figura 6. Via 6ptima y distribucidn de flujos para convertir glucosa a DAHP con el sistema PTS
activo. Los nimeros representan el valor de los flujos (en moles) a partir de cada compuesto.
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3.3.3 Estrategias para aumentar la disponibilidad del PEP.
a) Eliminacion del sistema PTS.

Como se ha mencionado, el mayor consumidor de PEP es el sistema PTS, ya que por cada dos
moles producidas de PEP a partir de glucosa el sistema PTS utiliza una mol de PEP para
translocar y fosforilar la glucosa en glucosa 6-fosfato. Ya que en una cepa silvestre de
Escherichia coli el PEP es utilizado primariamente para el transporte de glucosa y por varias
otras rutas biosintéticas, el rendimiento de la produccién de los aminoacidos aromaticos esta
limitado por la relativamente baja disponibilidad de PEP. Como ya ha sido senalado, partiendo
de la necesidad de disponer de mas PEP para la ruta de biosintesis de compuestos aromaticos
se han construido y caracterizado cepas carentes del sistema PTS (AptsH/crr::kan) (Flores et al,
1995; Flores et al, 1996; Flores et al, 2002; Flores et al., 2007) figura 7c. Se demostré que la
delecion de PTS, tiene efectos positivos en la redireccion hacia DAHP en una cepa que
sobrexpresaba solamente ttAy aroG”(Flores et al, 1996). La cepa anterior acumula tres veces
mas DAHP que la cepa parental que tiene activo el sistema PTS. Por otra parte un estudio
realizado por Baez y col (2000), en un sistema de células en reposo con glucosa como fuente de
carbono, con cepas isogénicas PTS" y PTS™ que acumulan DAHP (cepas aroB), se obtuvo un
83% del rendimiento téorico con la cepa PTS y con una productividad 1.7 veces mayor. Es
importante hacer notar que la delecién del sistema PTS tiene efectos pleiotrépicos en la célula,
que sélo se pueden comprender si se contempla y comprende el papel importante y global de
este sistema en la regulacién celular.

b) Eliminacién de las piruvato cinasas (Pyk A y Pyk B).

En condiciones normales de crecimiento, el flujo glicolitico se dirije a la formacioén de piruvato a
partir de PEP, por medio de las dos piruvato cinasas Pyk A y Pyk F presentes en Escherichia
coli que tienen papeles diferentes cuando se crece en glucosa (Ponce et al., 1985) figura 2. Un
estudio por resonancia magnética nuclear realizado por Flores y col. (2002), demostré que una
cepa silvestre de Escherichia coli dirige 23% del PEP formado hacia PYR por medio de las
Pyk’s. Por otro lado en una cepa carente del sistema PTS, las PYK’s pueden llegar a dirigir
hacia PYR el 73% del PEP producido. El estudio realizado por Gosset y col (1996), abordé el
efecto de las mutaciones de pykA, pykF, y de ambos genes, sobre la acumulacion de DAHP, en
cepas que tenian funcional o no el sistema PTS. Los experimentos llevados a cabo en cultivos
por lote con medio rico con glucosa, demostraron que la eliminacién de ambas piruvato cinasas
en un fondo PTS, junto a la sobrexpresion de ttA y aroG", se obtenia 3.4 veces mas
acumulacion de DAHP por peso seco de células que la cepa con el mismo fondo pero con las

Pyk’s activas. Por otra parte estudios realizados con una cepa con fondo PTS™ PykA™ PykF™ en
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medio minimo en un sistema de células en reposo indica que la inactivacidon de ambas enzimas
aumenta el consumo especifico de glucosa y sin embargo no aumenta la produccién de L-
fenilalanina. Lo anterior probablemente es debido a que la cepa en ausencia de las Pyk no
genera suficiente ATP a través de la via de los acidos tricarboxilicos (TCA) (Cortazar, 2005).

c) Reciclamiento del PYR a PEP.

La enzima gluconogénica fosfoenolpiruvato sintetasa (PEP sintetasa, Pps) convierte piruvato en
fosfoenolpiruvato, con el gasto de dos enlaces de alta energia del ATP. Esta enzima es
necesaria en cultivos con piruvato, lactato o acetato como fuentes de carbono. La sobrexpresion
de esta enzima (30 veces) en una cepa silvestre de Escherichia coli en cultivo en lote causa
inhibicion del crecimiento de la célula (Patnaik et al, 1992; Patnaik et al 1996). Esto
aparentemente es debido a que se genera un ciclo futil, ya que el sistema PTS sensa altas
concentraciones de PEP estimulando al doble el catabolismo de glucosa, saturando el ciclo de
los acidos tricarboxilicos (TCA), y consecuentemente generando subproductos como piruvato y
acetato. Para evitar el fendmeno anterior, Liao y col (1994), realizaron el estudio con una cepa
silvestre, en un sistema de células en reposo. La coexpresion de pps, thtAy aroG” aumentaron
el rendimiento de DAHP (90% del tedrico) en cultivos con glucosa. Por otro lado Yiy col. (2003)
sobrexpresaron los genes anteriores en una cepa mutante del sistema PTS, y sobrexpresando
el facilitador de glucosa (GIf) de Zymomonas mobilis en cultivo en batch logrando una
produccién con un rendimiento de 90% de DAHP. Los estudios anteriores confirmaron que la
disponibilidad PEP es limitante en el rendimiento. Una de las desventajas de sobrexpresar pps
es que impone una carga metabdlica adicional a la célula.

d) Uso de azucares no PTS.

La internalizacion de azzucares no PTS como arabinosa y xilosa es mediada por permeasas de
alta afinidad dependientes de ATP. Una vez traspasada la membrana citoplasmica los azucares
son fosforilados por cinasas especificas para cada azucar, a expensas de ATP. La arabinosa y
xilosa, tienen un rendimiento molar teérico de DAHP del 71%, aun sin reciclamiento del piruvato.
Uno de los primeros estudios para analizar la produccion de precursores de la via con azucares
no PTS, fue el realizado por Patnaik y col. (1994). Estos estudios fueron realizados en un
sistema de células en reposo y con el gen aroB inactivo. Esta cepa por lo tanto acumula DAHP
en el medio. Fue demostrado que en presencia de xilosa, y con la sobrexpresién de aroG™ se
alcanzé el maximo tedrico (71%). La sobrexpresion de los genes que codifican para las enzimas
Pps y TktA no tuvieron efecto en rendimiento y tampoco en la productividad. Aunque se
esperaba que Pps no tuviera ningun efecto, la falta de sobrexpresion de tktA para el aumento de

DAHP, fue un hecho inesperado. Aparentemente al usar xilosa como fuente de carbono, existe
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una mejor distribucién del carbono entre PEP y E4P. Un estudio realizado por Li y col. (1999),
comparando el rendimiento de compuestos aromaticos (DHS, DHQ, DAH y acido galico) en
cultivos por lote alimentado y sobrexpresando solamente aroG™ confirmaron que en estas
condiciones el rendimiento es mayor en arabinosa y xilosa respecto a glucosa. La sobrexpresion
de aroG™y tktA aumentaron el rendimiento solamente en el cultivo con glucosa.
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Figura 7. Vias 6ptimas y distribucién de flujos para la produccién de DAHP empleando varias alternativas.: A) Empleando azucares tipo no PTS.
arabinosa o xilosa. B) Empleando glucosa con el sistema PTS inactivo. C) Lo mismo que B pero con PTS activo y reciclamiento de PYR a PEP
mediante sobrexpresion de pps.

23



3.4 Caracteristicas de la cepa PB12PTS Glc".

La cepa PB12PTS GIc’ es la usada en este estudio. Como se ha mencionado, esta cepa se
obtuvo a partir de PB11PTS GIc™ por el método de adaptacion evolutiva en quimiostato. La cepa
PB12PTS GIc" ha recuperado la capacidad de crecer en glucosa (¢ =0.42 hr "), pero crece a
menor velocidad que la cepa silvestre JM101 (4 = 0.71 hr ') (Flores et al, 1995). Una
caracterizacion preliminar de la cepa PB12PTS GIc* demostré que utiliza GalP y Glk para
transportar y fosforilar la glucosa. Sin embargo en la cepa PB12 PTS GIc* existen mutaciones
que permiten incrementar los niveles de transcrito para los genes g/k'y pg/ que codifican para
las enzimas glucoquinasa (Glk) y fosfoglucosa isomerasa (Pgi) encargadas de transformar
glucosa en fructosa 6-fosfato y como consecuencia de esto la cepa PB12PTSGIc" tiene
capacidad de dirigir mayor flujo de esqueletos de carbono a la via de la glucolisis. Esta cepa
tiene al menos tres mutaciones que le permite este nuevo fenotipo (Flores et al., 1996; Flores et
al., 2002; Flores et al., 2005a).

3.4.1 Mutaciones detectadas en la cepa PB12PTS Glc".

Una de las mutaciones seleccionadas fue en arcB, que cambid un residuo de Tyr por uno de
Cys en la segunda regién transmembranal de la proteina codificada en este gen (Flores et al.,
2004). Esta mutacién podria estar afectando la autofosforilacion de ArcB, por lo cual esta
proteina podria estar uniéndose deficientemente a las regiones reguladoras. Lo anterior es
congruente con una ligera sobrexpresion de los genes de TCA en la cepa PB12PTS Glc’. Cabe
recordar que el sistema ArcA-ArcB es un sistema de dos componentes que reprime la
trascripcién de genes involucrados en la respiracion aerdbica y activa operones que codifican
para enzimas microaerobicas o fermentativas en respuesta a las condiciones redox. En el
metabolismo central, ArcA reprime la expresion de genes del ciclo de TCA y del ciclo de
glioxilato (“shunt de glioxilato”) en condiciones de limitacion de oxigeno. En condiciones de
crecimiento anaerobio, ArcB se autofosforila y cataliza la transfosforilacion de ArcA; en ese
estado ArcA reprime los genes regulados por esta proteina. En crecimiento aerébico, la forma
oxidada de las quinonas inhibe la fosforilacion de ArcB (Georgellis et al., 2002). Otra mutacién
detectada en la cepa PB12PTS GIc" fue en el gen rpoS (Flores et al., 2007). Este gen codifica
para el factor sigma S que esta involucrado en la transcripcidén de varios genes que se expresan
en fase estacionaria y/o en condiciones de limitacion de glucosa. Por otra parte el compuesto
ppGpp es una molécula senalizadora que refleja el estado energético de la célula; bajos niveles
de ppGpp generan una serie de sefales que indican una limitacién de nutrientes y por tanto la
transcripcion de éstos por 7poS. En este gen se detectdé una mutacion puntual que genera un

codén de paro lo cual genera un péptido incompleto. Sin embargo esta mutaciéon seria
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parcialmente suprimida por el gen supE el cual suprime codones de tipo ambar (Fores et al.,
2007). Lo anterior explicaria la expresion de los genes dependientes de RpoS en la cepa
PB12PTS GIc"; los cuales sin embargo; no son tan altos como en la cepa PB11PTSGIc".
Ademas, hay otra mutacion en PB12PTS GIc" que eleva los niveles de expresion de los genes
(83X a 4X) spoT7, ggpy ppa, involucrados en el metabolismo del ppGpp (Flores et al., 2007). Se
sugiere que esta mutacion se selecciond durante la evolucién adaptativa para crecer mas
rapidamente en glucosa y probablemente para modificar posteriormente la concentracion de
ppGpp de tal manera que se esté reflejando una condicién menos estresada pero aun no éptima
(Flores et al., 2007).

3.4.2 Caracterizacion metabolica y fisiolégica de la cepa PB12PTS Glic".

El estudio de Flores y colaboradores (2002), utilizando espectroscopia por resonancia
magnética nuclear (NMR) demostro que los flujos de carbono en la PB12PTS GIc" con respecto
a la cepa la cepa progenitora PB11PTS  y la silvestre eran diferentes. En particular en el primer
paso de la glicolisis donde la cepa PB12 PTS'GIc" tiene un flujo de 93.1% comparado con la
cepa silvestre de 76.6%. Entre otros cambios relevantes en los flujos de carbono se encuentran:
la reduccion de 22.3% a 5.3% en el primer paso del brazo oxidativo de la pentosa 5 fosfato de la
cepa mutante con respecto a la silvestre. En la PB12 PTS'Glc” el brazo de sintesis de la ribosa
5- fosfato es compartido con la fosfogluconato-deshidrogenasa (Pgd) y el brazo no oxidativo de
las pentosas fosfato. Por otro lado el flujo de piruvato a acetil coenzima A aumentd dos veces en
la PB12 PTSGIc" con respecto a la silvestre. Normalmente, mientras que en la cepa mutante
hay ausencia del flujo a través de la enzima fosfoenolpiruvato carboquinasa (Pck) en la cepa
silvestre es de 7.7%. El trabajo de Flores y colaboradores, (2005a) relacionado con el analisis
del transcriptoma de 100 genes de la cepa demuestra que en PB12 PTS Glc" existe un conjunto
de genes cuya trascripcion ha sido incrementada con relacion a la cepa silvestre. Entre estos
genes se encuentran como ya se sefald gk, pgiy varios genes del ciclo de las acidos
tricarboxilicos (TCA) y del shunt de glioxilato. Como en el caso de la cepa PB11PTS", se ha
realizado también un transcriptoma de esta cepa, utilizando todo el genoma. Sin embargo, los
datos no son tan claros a diferencia de PB11PTS GIc’, se encuentra en analisis actualmente
(Flores, S., comunicacién personal), y no se conoce, aparte de los 100 genes analizados por
RT-PCR, que genes adicionales se encuentran sobrexpresados, en particular los relacionados

con la utilizacién de fuentes secundarias de carbono en presencia de glucosa.
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3.4.3 Consideracién adicional para la sobreproduccién de compuestos
aromaticos con la cepa PB12PTS Glc".

En este trabajo se tuvo como objetivo primordial evaluar las posibles ventajas de que la cepa
PB12PTS Glc* metabolizara las fuentes de carbono por diversas vias. Para una breve revision
de los puntos de entrada de los diferentes sustratos usados en el estudio ver la figura 2.
Consideramos que la coutilizacién permitiria el aumento directo de las pozas de E4P y PEP, los
metabolitos derivados del metabolismo central de Escherichia coli importantes para la
produccién de los compuestos sintetizados en la via aromatica. Sin embargo, como parte de la
estrategia general de la sobreproduccion de compuestos aromaticos fue necesario
sobreproducir a la enzima que cataliza la condensacién de E4P y PEP (AroG™) la cual esta
clonada en el plasmido pRW300ar0G™. Esta enzima ademas tiene la ventaja de ser insensible
a retroinhibicién por fenilanina. Por otra parte también fue necesario sobreproducir a la
transcetolasa A, ésta enzima cataliza la condensaciéon de F6P y GA3P para producir E4P y X5P.
La transcetolasa A esta clonada en el plasmido pCL#tA. Por lo tanto en los estudios de
produccién de DAHP, DHS y SHIK se transformaron a las cepas con los plasmidos

mencionados.
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4. HIPOTESIS

La cepa PB12PTS Glc" (pCL A, pRW300aroG™) en la cual no existe represién catabdlica por
glucosa, pudiera aumentar su productividad y/o rendimiento en la sintesis de DAHP si fuentes
de carbono de 3, 5 y 6 carbonos se incorporan como intermediarios de las vias Embden
Meyerhof Parnas, pentosas fosfato y acidos tricarboxilicos y se coutilizan con glucosa,
modificando y redirigiendo los flujos del metabolismo central hacia la biosintesis de los
aminoacidos aromaticos.
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5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Analizar la capacidad de las cepas PB12PTS Glc*(pCLtt4, pRW300aroG”) y PB12PTS
Glc* aroB (pCL thtA, pPRW300aroG™) para consumir simultdneamente glucosa con otra(s) fuentes
de carbono, y determinar su efecto sobre el rendimiento y productividad en la sintesis de DAHP

e intermediarios aromaticos en células en reposo y en fermentador.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Definir las fuentes de carbono que coutiliza la cepa PB12PTS Glc", seleccionar aquellas

mezclas en las que se encuentre un aumento en la L.

> Comparar y confirmar la coutilizacion de fuentes de carbono a través de la determinacién
de los patrones de consumo de éstas en las cepas JM101PTS" y PB12PTS Glc*. Ademas
evaluar en estas fermentaciones los parametros cinéticos : rendimiento de biomasa (Yx/s), el

consumo especifico de las fuentes de carbono (gs), produccién de acido acético.

> Definidas las fuentes de carbono que la cepa PB12PTS GIlc" mejor haya coutilizado,
determinar en un sistema de células en reposo, con la cepa PB12PTS Glc*aroB (pCLtktA,
pRW300ar0G™) los siguientes parametros cinéticos: consumo de especifico de fuentes de
carbono, rendimiento (Y = DAHP/fuentes de carbono), productividad especifica de DAHP (qP).

> Usando también la cepa PB12PTSGlc'(pCLtktA, pRW300aroG"™), evaluar los
parametros cinéticos de produccidon de compuestos aromaticos en fermentadores, en las
mezclas de fuentes de carbono cuya mejor productividad y/o rendimiento se hayan obtenido

en el sistema de células en reposo.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Cepas bacterianas y plasmidos.

Las cepas utilizadas para la determinacion de los patrones de consumo y parametros cinéticos
en fermentador fueron la cepa silvestre JM101PTS" y su derivada PB12PTS'GIc". La cepa
utilizada para el estudio de células en reposo fue la cepa PB12PTS GIc” pero mutada en el gen

aroB .Las caracteristicas relevantes de las cepas y plasmidos estan descritas en la tablas 2 y 3.

Tabla 2. Plasmidos usados en el estudio.

pRW300 aro!!r bajo el control del promotor

/acUV5 inducible con IPTG: porta gen Cohvaretal., 1977
de resistencia a tetraciclina. Origen de Gosset el al., 1996
replicaciéon del plasmido pBR322.

pCL A thktA bajo el control de su promotor
constitutivo; porta gen de resistencia a praths et al.. 1996
espectinomicina. Origen de replicacién ’
pACYC184.

pKD46 Contiene los genes exo, bet y gamde Datsenko y Wanner.,
la recombinasa del fago A.Promotor 2000
inducible por arabinosa (pBAD).

pKD3 Porta gen de resistencia a Datsenko y Wanner.,
cloramfenicol flanqueado por regiones 2000
FRT.

Tabla 3. Cepas de Escherichia coliusadas en el estudio.

JM101 SUpPE, thi, 5(lac-proAB), F~ Bolivar et al., 1977
PB12 Proviene de la cepa PB11PTS Glc que es asu Flores et al., 1996

vez derivada de la cepa JM101. Tiene el

mismo genotipo que JM101, excepto que tiene

deletado el operon ptsHicrr y es GIc™.

PB12aroB  La mismas que PB12, excepto que ademas Este trabajo

tiene mutado el gen aroB.
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6.2 Procedimientos genéticos y técnicas de ADN recombinante.

a) Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR): Las reacciones de PCR se
realizaron de acuerdo a las recomendaciones para la enzima Platinum Tag-DNA polimerasa
(Invitrogen, Carlsbad, C.A, USA) .Las reacciones se realizaron en el equipo Gene Amp PCR
System 9600 (Perkin-Elmer, Pomona, C.A, USA).

b) Secuencia de oligonucledtidos: Las secuencia de oligonucleé6tidos para la mutacion
del gen aroB (DAB1 y DAB2) se disefiaron de acuerdo a las recomendaciones de Datsenko y
Wanner (2000) tal y como se muestra en la tabla 4. Las bases escritas en cursivas son aquellas
homologas al gen aroB, las bases escritas en negritas son homologas al plasmido pKD46 (ver
mas adelante mutagénesis gen aroB). SAB1 y SAB2 son las secuencias de oligonucleotidos

usadas para la comprobacion de la mutacion en el gen aroB.

Tabla 4. Oligonucleétidos usados en el estudio.

5- GAT GAT CAAAGC GCT AAA GTG GTT GCA AAC CAGATT
DAB1 (Forward) ATT CAC TGTGTAGGC TGGAGC TGC TTC G-3°

5-GICTICTGGTTTGAATICATC CATTTAACA CCC CAC

DAB2 (Reverse)
TAA AAG CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG -3’

SAB1 (Forward) 5-GAT CTG CGG TTC GCC ACG TT-3’

SAB2 (Reverse)
5-CAC CGC CGC GTGAAG TTC TGG -3°
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c) Extraccion de ADN. Para comprobar la mutacion del gen aroB se extrajo el ADN
cromosomal de las cepas candidatas de acuerdo a las instrucciones de QIAGEN Mini-isolation
kit (Qiagen, Santa Clarita, CA, USA).

d) Transformaciéon por ADN. Las cepas se transformaron usando el método de electro-
transformacion (Sharma y Schimke., 1996).

e) Transformacioén por transduccion.

Las derivadas Xyl" y aroB de la cepa PB12PTS Glc", fueron obtenidas por transduccion con el
fago P1 (Silhavy et al., 1984 ) usando a la cepa ATCC47002 y ATCC47002::catrespectivamente
como donadoras. El gen aroB esta interrumpido con un cassette que confiere resistencia a
cloramfenicol, por lo cual se aislaron transductantes en medio Luria y se seleccionaron a las
mutantes capaces de crecer con cloramfenicol a 30 ug/ml. A estas cepas se le hicieron dos
pruebas. La primera fue una prueba fenotipica, ya que estas cepas deben ser incapaces de
crecer en medio mineral con glucosa sin aminoacidos aromaticos. Las cepas seleccionadas no
pueden crecer en este medio sin suplemento de estos aminoacidos. Adicionalmente se realizo
un PCR con los oligonucleétidos que son complementarios a los extremos del gen que codifica
para la resistencia a cloramfenicol. Se realizé una electroforesis en gel de agarosa, y se obtuvo
un fragmento de un tamano de 1200 pb de la region interrumpida que era lo esperado (no se

presentan datos).

f) Mutagénesis del gen aroB con el método de Datsenko y Wanner.

Este método para interrumpir genes de Escherichia colifue desarrollado por Kirrill A. Datsenko y
Barry L. Wanner (2000). El procedimiento utiliza la recombinasa del fago A, la cual es sintetizada
en un plasmido de bajo numero de copias (pKD46) curable por temperatura e inducida bajo el
control de un promotor inducible por arabinosa. El gen que se desea reemplazar se selecciona
con un gen de resistencia a cloramfenicol que es generado por PCR utilizando oligonucleétidos
que tienen aproximadamente 36 nucledtidos homologos al gen que se desea remover y
nucleotidos con secuencias de homologia plasmido pKD46. Los oligonucleotidos utilizados para
este procedimiento han sido descritos y se presentan en la tabla 4. La cepas JM101PTS'GIc" y
PB12PTS GIc* fueron transformadas con el plasmido PKD46, el cual tiene un cassette de
resistencia a ampicilina (Ap"). Se platearon éstos cultivos en cajas de Luria con ampicilina a una
concentracion de 200 pg/ml. Se aisld una colonia de cada cepa y se hicieron
electrocompetentes en medio SOB con 0.1mM de arabinosa. Estas células electrocompetentes
fueron transformadas con el producto de PCR antes mencionado, el cual tiene una secuencia
homologa a los extremos del gen aroB y también el gen de resistencia a Cm. Las células

transformadas se dejaron recuperar durante 3 horas a 30°C y posteriormente fueron plateadas
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en cajas con Cm 30 pg/ml (Cm*) y se incubaron toda la noche a 42°C. De las colonias
resistentes a cloramfenicol se resembraron 10, y se le hicieron pruebas de resistencia a
ampicilia (Amp*°) y Cm (Cm*°). Se seleccionaron aquellas colonias que fueron resistentes a Cm
y sensibles a Amp. A estas colonias seleccionadas se le hicieron pruebas de PCR con
oligonucledtidos (SAB1, SAB2) que estan a 200 pb de los extremos del gen aroB. De las
colonias seleccionadas, fue elegida una por cada cepa candidata que tenia el tamafio de
producto deseado (aproximadamente 1221 pares de bases, datos no mostrados). Los productos
de PCR fueron secuenciados y los resultados de la secuenciacion indicaban que en lugar del

gen aroB se encontraba el cassette de Cm' en las derivadas de ambas cepas.
6.3 Condiciones de cultivo.

a) Composicion del medio minimo M9.
El medio minimo M9 contiene los siguientes compuestos por litro: Na,HPO, (6 gr), KH,PO, (3
gr), NaCl (0.5 gr), NH,CI (1 gr), MgSO, (2 mM), CaCl, (0.1 mM), Vit B1(0.01 gr) y la(s) fuente(s)

de carbono a la concentracién indicada posteriormente para matraces klett y fermentadores.

b) Composicién del medio Luria (LB).
El medio Luria contiene los siguientes compuestos por litro: 10 gr de triptona, 5 gr de extracto de
levadura, 10 gr NaCl, 1.5% de bacto agar.

c) Composiciéon del medio minimo ARO.

El medio minimo ARO contiene los siguientes compuestos por litro: K2HPO4 14gr, KH2PO4
16gr, NH4SO4 5gr, MgSO4 1gr. Para la preparacion del preindculo el medio ARO fue
suplementado con 15 gr/L de extracto de levadura. Las células en reposo fueron resuspendidas
en medio ARO adicionado con L-tirosina (8 mg/L), L-triptéfano (4 mg/L), L-fenilalanina (8 mg/L),
acido paraminobenzoico (62 mg/L), acido dihidroxibenzoico (35 mg/L) y acido
parahidroxibenzoico (2 mg /L). La(s) fuente(s) de carbono se ajustaron a la concentracion

indicada en el inciso h.

d) Preparacion del preinéculo.
Se tomo una asada proveniente de un congelado en glicerol de cada cepa y se inoculd en tubos
de ensaye con 3 ml de medio LB. En el caso de la cepa PB12PTS GIc" se adicion6 al medio

(Km) a una concentracion final de 30ug/ml. Los tubos se incubaron toda la noche a 37°C.

e) Preparacién del in6culo.
El indculo se prepard en matraces con bafles con 50 ml de M9-glucosa (2 gr/L) y Km (30 ug/ml).
A este medio le fue inoculado 200 pl del preindculo, el cual fue incubado a 37°C por 12 horas

aproximadamente.
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f) Cultivos en matraces Klett.

Las cinéticas de crecimiento se realizaron en matraces klett bafleados de 125ml. El volumen de
trabajo fue de 20 ml de medio M9 y 2 gr/L de la fuente de carbono; cuando se usaban dos
fuentes de carbono se le agregaba 1 gr/L de cada fuente. Los cultivos se iniciaron con una
densidad de 10 klett. Se usé la incubadora marca Brinkmann 1100 (N.Y., USA). Los cultivos se
agitaron a 300 rpm y a una temperatura de 37°C. Las mediciones de densidad o6ptica se

realizaron cada hora con el nefelometro Klett Summerson ( N.Y, USA).

g) Cultivos por lote en fermentador

Los cultivos en fermentador se realizaron por duplicado en fermentadores de un litro marca
Applikon (Autoclavable Bio Reactor) equipado con las consolas siguientes: ADI 1010
BioControler y ADI 1025. Las fermentaciones iniciaron con una densidad o6ptica de 0.1 (600
nm). El medio usado fue M9 con 4 gr/L de las fuentes de carbono seleccionadas. En los cultivos
con dos fuentes de carbono se usaron 2 gr/L de cada fuente de carbono. El IPTG se agrego al
inicio de la fermentacion a una concentracion final de 0.1 mM. Las condiciones del cultivo se
mantuvieron a una temperatura de 37°C, la agitacién a 600 rpm y el pH a 7 ajustado con NH,OH
(2%)). Para calcular las p y patrones de consumo de las fuentes de carbono, se tomé muestra
cada hora, midiendo la densidad oOptica en espectrofotometro a 600 nm y centrifugando

muestras para analisis posterior de las fuentes de carbono y compuestos aromaticos por HPLC.

h) Cultivo de células en reposo.

El sistema de células en reposo se ha aplicado a nivel de estudios teéricos de produccion y
bioprocesos de varios compuestos entre ellos: DAHP, fenilalanina, acido lactico, acetoina y
nisina. En este sistema las células se mantienen sin crecimiento pero en estado metabdlico
activo. Desde el punto de vista de bioproceso el sistema tiene varias ventajas para el
escalamiento. Por otro lado, a nivel de estudios tedricos, es un sistema relativamente simple
para evaluar la produccion de metabolitos en “cuasi-estado estable”, es decir, los nutrientes y
las condiciones ambientales tienen un cambio minimo. En este estudio se decidié usar las
cepas PB12PTS Glc*aroB(pRW300aroG"”, pCLtktA) y JM101aroB(pRW300aroG", pCLtktA)
para analizar la producciéon de DAHP en virtud de que estas cepas tiene bloqueada la via de
biosintesis de aromaticos, asi la cantidad de DAHP es proporcional al flujo de carbono dirigido
hacia la via aromética.

Los inéculos de las cepas PB12PTS Glc'aroB(pRW300aroG”, pCLtktA) y JM101aroB
(PRW300ar0G™, pCLtktA) fueron crecidos durante 12 horas en medio mineral ARO, con
extracto de levadura (15 gr/L) y glucosa (10 gr/L) y se cosecharon al final de la fase logaritmica.
Estos indculos, se centrifugaron y lavaron dos veces con medio mineral, y fueron resuspendidos

en medio minimo ARO a una densidad éptica (600nm) entre 4 y 3. Al medio le fue adicionado
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tirosina (8 mg/L), triptéfano (4 mg/L) , fenilalanina (8 mg/L) , acido paraminobenzoico (62 mg/L),
acido dihidroxibenzoico (35 mg/L) y acido parahidroxibenzoico (2 mg /L). Este experimento se
realizé en matraces de 250 mL con bafles; el volumen de trabajo fue de 50mL. Se utilizaron 7.5
gr/lt de todas las fuentes de carbono, excepto en las mezclas de fuente de carbono que se
usaron 3.5 gr/L de cada fuente. La composicion del medio ARO no permite la formaciéon de
biomasa y por tanto el crecimiento, manteniendo a las “’células en reposo”. Sin embargo, las
células siguen activas metabolicamente y pueden canalizar el carbono hacia la biosintesis de
compuestos aromaticos (Liao et al., 1994 y Baez et al., 2000).

Las células en reposo se trataron con IPTG después de 1 hora de iniciada la fermentacion. El
IPTG se adicion6 a una concentracién de 0.1 mM, excepto en la prueba de induccién a varias
concentraciones del inductor. Se tomaron muestras de 1 mL cada dos o tres horas, se
determind la densidad optica con espectofotometro a 600 nm, se centrifugd la muestra y se
guardo el sobrenadante para analizar por HPLC las fuentes de carbono y el DAHP. El analisis

de DAHP fue realizado con el ensayo del acido tiobarbiturico.
6.4 Determinaciéon de parametros cinéticos.

a) Calculo de la velocidad especifica de crecimeinto (p).

La p fue calculada en la fase logaritmica con la ecuacion de crecimiento Xt = Xoe", donde

Xt= biomasa (gr/L) al tiempo t

Xo= biomasa inicial (gr/L)

u = velocidad especifica de crecimiento

t = tiempo (hr)

Las pfueron determinadas ajustando los datos de biomasa contra el tiempo con regresion

exponencial, los coeficientes de corelacidn siempre fueron iguales o mayores a 0.98.
b) Calculo de rendimiento biomasa/sustrato (Yx/s)

El rendimiento de biomasa (Yx/s) fue estimado como el coeficiente de regresion linear de la
concentracién de la concentracion de biomasa (gr/L) contra la concentracion de sustrato
(mmolC de sustrato(s) / L) (glucosa, arabinosa, glicerol, xilosa y las mezclas correspondientes)
(s). Los coeficientes de correlacion siempre fueron mayores 0.97.

c¢) Calculo de consumo especifico de azucares (gs)

La velocidad especifica de consumo de fuentes de carbono (gs) fue determinada como la

relacion de py Yx/s.
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d) Calculo de produccion especifica de DAHP, DHS y SHIK.

La produccion especifica de DAHP, DHS y SHIK (gpanp, Gons, Qshik) fue determinada calculando
por cada producto el rendimiento producto/ biomasa (Yprod/X) y multiplicando cada una por el

valor de p. correspondiente.
6.5 Métodos analiticos.

a) Medicién de absorbancia.

La densidad optica (600nm), absorbancia de la coloracién obtenida con el ensayo del acido
tiobarbiturico (549 nm) y absorbancia del NAD" (340 nm) generado por el ensayo de medicion
del gluconato (ver inciso b), fueron medidos con el espectrofotémetro Lambda 11 Perkin Elmer,
Pomona, CA. La DOgy fue convertida a paso seco usando la relacion 1 DO= 0.37 gr/L de

biomasa seca.

b) Medicion de la concentraciéon de las fuentes de carbono.

Las concentraciones de fuentes de carbono y metabolitos producidos fueron determinados por
cromatografia liquida a alta presion (HPLC) con una columna Aminex HPX-87H (300 X 7.8 mm;
9uM), Bio Rad, CA, USA. La fase moévil fue H2SO4 5mM con un flujo de 0.5 ml/min y a una
temperatura de 50°C. La D-glucosa, L-arabinosa, L-xilosa, D-glicerol y acido acético fueron
medidos por arreglo de fotodiodos a 210nm. EI D-gluconato fue medido con el kit enzimatico D-

Gluconic acid/D-Glucono-d-lactone (Boehringer-Mannheim/ R-Biopharm).

c) Medicién de DAHP y otros intermediarios aromaticos.

Las concentraciones de SHIK y DHS determinadas por HPLC con una columna Aminex HPX-
87H (300 X 7.8 mm; 9uM), Bio Rad, CA, USA. La fase movil fue H2S04 5mM con un flujo de 0.5
ml/min y a una temperatura de 50°C. La medicion de DAHP es conocida como la técnica del
acido tiobarbitdrico. La técnica fue desarrollada por Srinivasan y Sprinson en 1959, y se basa en
la coloracion rosa que desarrolla el B-formilpiruvato (derivado del DAHP) al reaccionar con el
periodato de sodio. La absorbancia de la coloracién rosa es medida a 549 nm. y el valor de la

concentracion de DAHP se determina con la siguiente formula:

Absss9 X 334 x dilucidn = nanomoles DAHP/mI de sobrenadante.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Crecimiento en matraz de la cepa PB12PTS GIc'con fuentes de carbono que
se metabolizan por la vias glicoliticas: Embden-Meyerhoff-Parnas, pentosas
fosfato y Entner-Doudoroff.

La cepa PB12PTS GIc" se crecio en glucosa, arabinosa, glicerol, gluconato y xilosa. Se obtuvo
una p en glucosa de 0.40 hr'', lo cual esta de acuerdo a varios de los reportes anteriores (Flores
et al., 1996; Flores et al., 2004). Las p en arabinosa y gluconato fueron mayores que en glucosa
(0.52 hr') y la u en glicerol fue de 0.40 hr'. La cepa no crecié cuando se suplementé como
fuente de carbono a la xilosa. Adicionalmente, se crecié a la cepa en glucosa combinada con los
azucares no PTS en los que era capaz de crecer. La cepa PB12PTS Glc” incrementa su p en las
combinaciones de azucares con relacidn a la cepa crecida solo en glucosa (tabla 5). Las u
determinadas son el resultado de cinco fermentaciones independientes con una desviacion
estandar (DS) de 0.03. En las curvas de crecimiento no se observa fase diauxica aparente. Por
otra parte se realizaron curvas de crecimiento con mezclas de dos azucares no PTS, arabinosa-
glicerol y gluconato-glicerol. La diauxia no fue aparente en ambas condiciones al menos en la

fermentacion realizada en matraces Klett (figura 8).

7.2 Crecimiento en matraz de lacepa PB12PTSGlc’' con fuentes de carbono que
se metabolizan por la via gluconogénica y ciclo de los acidos tricarboxilicos
(TCA).

Se hicieron curvas de crecimiento de la cepa PB12PTS Glc* en malato, succinato, citrato,
piruvato y glutamato como unicas fuentes de carbono y combinadas con glucosa. Las u se
reportan en la tabla 6. Las p determinadas son el resultado de cuatro fermentaciones
independientes con una DS de 0.03. En las curvas de crecimiento con doble fuente de carbono
no se detecto fase diauxica aparente, la p disminuye con respecto al crecimiento en glucosa en
el caso de citrato y glutamato (0.35, 0.36 hr'), en el resto de las fuentes de carbono las

1 mantienen en 0.39-0.42 hr

. De experimentos realizados con glucosa y piruvato a dos
diferentes concentraciones se obtuvo un ligero decremento en la p (tabla 6). También se realizé
una curva de crecimiento con mezclas de tres fuentes de carbono, glucosa, arabinosa y piruvato
a varias concentraciones y los resultados se muestran también en la tabla 6. Considerando que
la u de la cepa PB12PTS GIc* en arabinosa es de (0.50 hr ") y la p en glucosa-arabinosa de
(0.55 hr-"), la presencia de piruvato disminuye la p en arabinosa y glucosa-arabinosa. Se sabe
que la ausencia del operon ptsH/crr causa la incapacidad de crecer en sustratos que son

intermediarios de TCA (Neidhart.,, 1987). Lo anterior debido a que éstas mutantes tienen un
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nivel residual de sintesis de AMPc que no es suficiente para que se expresen los operones de

las siguentes fuentes de carbono: succinato, citrato, malato y glutamato.

Tabla 5. Velocidades especificas de crecimiento (u) de la cepa PB12PTS'GIc* en varias fuentes de

carbono que se metabolizan por las vias glicoliticas.

Glucosa 0.40 Gluc-Arabinosa 0.55
Glicerol 0.40 Gluc-Gluconato 0.53
Arabinosa 0.52 Gluc-Glicerol 0.48
Xilosa 0.00 Glicerol-Arabinosa 0.46
Gluconato 0.50 Glicerol-Gluconato 0.40

Tabla 6. Velocidades especificas de crecimiento (n) de la cepa de la cepa PB12PTS'GIc* en varias

fuentes de carbono que se metabolizan por las vias glicoliticas, gluconeogénicas y TCA.

FUENTES DE gr/L (de cada 1

CARBONO fuente) k(hr)
Succinato 2.00 0.09
Acetato 2.00 0.10
Malato 2.00 0.09
Citrato 2.00 0.09
Glc-Cit 1,1 0.36
Glc-Mal 1,1 0.37
Glc-Suc 1,1 0.37
Glc-Acet 1,1 0.48
Glucosa-Piruvato 1,1 0.39
Glucosa-Piruvato 1.5,0.5 0.42
Arabinosa-Piruvato 1,1 0.40
Arabinosa-Piruvato 2,0.25 0.38
Ara-Gluc-Pir 1,1,1 0.38
Ara-Gluc-Pir 1,1,0.5 0.37
Ara-Gluc-Pir 1,1,0.25 0.37
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Figura 8. Curvas de crecimiento de la cepa PB12PTS GIc" en diferentes fuentes de carbono.
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7.3 Parametros cinéticos de los crecimientos en fermentador de las cepas
PB12PTSGIc" y la silvestre JM101PTS'GIc* con una sola fuente de carbono.
Desde el punto de vista biotecnoldgico la determinacién del rendimiento de las p y de
asimilacion de fuente de carbono (gqs) son de importancia ya que es un reflejo del estado
fisiologico del cultivo y es un pardmetro de proceso importante. Por lo anterior se determinaron
los anteriores parametros cinéticos de las cepas JM101PTS*GIc” y PB12PTS'GIc” crecidas en
fermentador una sola fuente de carbono tal y como se sefiala en la seccion 6.4.

La u de la cepa PB12PTS Glc” es menor que la silvestre JM101 aun en los azucares no PTS. La
1 en arabinosa de la cepa PTS  es de 0.5 hr', mientras que el de la cepa parental es de 0.68 hr
' es decir su p se redujo en un 26%. En el caso del glicerol la i de la cepa PB12PTS Glc* fue de
0.32 hr'y en la cepa parental fue de 0.47 hr"'. Adicionalmente la cepa silvestre crece en xilosa
(1=0.37 hr'"), mientras que la cepa PTS" perdi6 la capacidad de crecer en este sustrato. Los
resultados (tabla 6) anteriores son congruentes con la disminucion de la gs de las fuentes de
carbono de la cepa PB12PTS Glc" respecto a la cepa JM101PTS". Sin embargo, cabe recalcar,
que el rendimiento biomasa/sustrato (Yx/s) es siempre mayor en la cepa PB12PTS'GIc" vy la
produccién de acido acético es menor que en la cepa silvestre. Los parametros cinéticos de
crecimiento son el resultado de dos crecimientos en fermentador independientes; las DS de las
fermentaciones son de 0.042. Como se habia sefialado anteriormente una cepa carente del
sistema PTS puede afectarse en su u aun en fuentes de carbono no PTS, esto tal vez debido a
la ausencia de la enzima EIIAY que pudiera afectar los niveles de AMPc intracelular. Sin
embargo en la cepa PB11PTS Glc™ parental de la cepa PB12PTS GIc" pareciera haber suficiente
AMPc (Flores et al., 2005a).

Tabla 7. Parametros cinéticos de la cepas JM101PTS" y PB12PTS'GIc” en una sola fuente de carbono

crecidas en fermentador.

JM101PTS" PB12PTS GIc”
gs  (mmol gs  (mmol
FUENTE DE CARBONO u(hr'?h Yx/s C/ gr. p.seco| p(hrh) Yx/s C/ gr. p.seco
biomasa *hr) biomasa *hr)
Glucosa 0.72 0.34 71.88 0.42 0.50 24.50
Arabinosa 0.68 0.15 155.84 0.50 0.27 62.50
Glicerol 0.47 0.33 43.90 0.32 0.32 37.17
Gluconato 0.69 0.15 80.00 0.51 0.32 42.50

39



7.4 Parametros cinéticos de los crecimientos en fermentador con dos
fuentes de carbono de las cepas PB12PTSGIc' y JM101PTS'GIc".

La inexistencia de una fase diauxica en crecimiento en matraces ademas del aumento en la p
(n mayor a 0.4 +/- 10%) fue indicativo de una posible coutilizacion de los azucares del medio de
cultivo como previamente se habia reportado para el caso de la mezcla glucosa-acetato (Flores
et al., 2005). Por lo tanto, de las cinéticas de crecimiento en matraces se seleccionaron las
mezclas de azlcares que en principio serian coutilizadas por la cepa PB12PTS GIc* y la cepa
silvestre JM101PTS’GIc*. Para este andlisis se eligieron las siguientes mezclas: glucosa-
arabinosa, glucosa-glicerol, glucosa-gluconato y glicerol- arabinosa. Las tres primeras se
seleccionaron porque en estas combinaciones se obtuvieron mayores . La combinacion de dos
fuentes de carbono no PTS arabinosa-glicerol fue elegida porque en los matraces no siempre
era evidente una fase diauxica. La cepa PB12PTS GIc" consume simultaneamente los
carbohidratos de las mezclas glucosa-arabinosa y glucosa-gluconato (figura 9A). En el caso de
la mezcla glucosa-glicerol el consumo de glicerol se retarda en las primeras dos horas de
crecimiento. Por otro lado, el patrén de consumo de arabinosa-glicerol es diferente a los
anteriores ya que la cepa PB12PTS Glc* consume primeramente arabinosa y después glicerol
(figura 9B), es decir la arabinosa reprime catabdlicamente a glicerol, lo cual demuestra que la
represion catabélica por azucares tipo no PTS sigue presente en esta cepa. De acuerdo con lo
esperado, la cepa parental JM101PTS*GIc’, tiene un consumo secuencial de los azlcares,
consumiendo primero aquella fuente de carbono que mantiene la mayor u. Debido a la alta p de
la cepa JM101PTS"Glc", particularmente en la mezcla de glucosa y arabinosa, es dificil estimar
eficazmente los parametros cinéticos, asi como el rendimiento de la segunda fuente de carbono,
por lo que los datos cinéticos correspondientes a la segunda fuente de carbonos son aparentes.
La fuente preferida de carbono es glucosa (u = 0.72 hr'"), posteriormente arabinosa (u = 0.64 hr
") y al final glicerol (u = 0.38 hr) (figura 9A). En el caso de JM101PTS'GIc*, crecida en la
mezcla arabinosa y glucosa, es de llamar la atencion que el consumo de arabinosa comienza
aun antes de que la glucosa se haya consumido totalmente del medio de cultivo, es decir que la
velocidad de respuesta es la mas rapida en condiciones de limitacién de la fuente de carbono
preferencial. En el caso de glucosa y glicerol el consumo de la segunda fuente comienza
después de media hora de acabada la glucosa, al igual que en el caso de arabinosa y glicerol.
El tiempo de consumo en JM101 de la tres combinaciones de azucares es menor respecto al
tiempo de consumo de los mismos por PB12PTS GIc*, contrario a lo reportado en otras cepas
PTSGIc" (Hernandez-Montalvo; 2001). Sin embargo, esta menor velocidad de consumo
también esta ligada a una menor generacion de acido acético y un mayor rendimiento de
biomasa/fuente de carbono (tabla 8). La cantidad de acido acético total producido depende de la

combinacion de azucares utilizada y también de la cepa. En general la cepa PTS" produce mas
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acido acético en las mismas fuentes de azucares, aunque la excepcion es la mezcla arabinosa-
glucosa, donde ambas cepas alcanzan la misma concentracion final de acido acético (figura
9A). Una caracteristica de la gs de la cepa PB12PTS GIc" en glucosa es que es menor a la cepa
parental. Adicionalmente los azucares no PTS estudiados se transportan a mayor velocidad que
la propia glucosa, de lo anterior se deduce que la ventaja de coutilizar dos fuentes de carbono
es la introduccién de mas moles de carbono por unidad de tiempo cuando crece en glucosa (ver
tablas 7 y 8). Los parametros cinéticos de crecimiento son el resultado del promedio de dos
crecimientos independientes en fermentador; las DS son de 0.050. También es importante hacer
mencion que la gs de las fuentes coutilizadas tienen valores que estdn en un rango muy
pequeio (35.50 a 40.80), lo cual indica que las capacidades de transporte de coutilizacién no
son arbitrarias y estan aparentemente controladas por la misma capacidad metabdlica de la
cepa.

Tabla 8. Parametros cinéticos de las cepas JM101PTS" y PB12PTS GIc* en mezclas de dos fuentes de

carbono.
JM101PTS" PB12PTS Glc”
gs (mmol qs (mmol
FUENTE DE CARBONO p(hr? Yx/s C/ gr.p.seco| p(hrh) Yx/s C/ gr. p.seco

biomasa*hr) biomasa*hr)
Glucosa-arabinosa 0.72-0.64 0.59-0.32 40.68-7.64 0.55 0.48 38.19
Glucosa-glicerol 0.72-0.45 0.55-0.38 43.11-8.55 0.5-0.20 0.45-0.55 38.23-9.24
Glucosa-gluconato 0.72-0.33 0.59-0.42 70.33-2062 0.32 0.35 40.80
Glucosa-acetato 0.71-0.06 44.90-7.30 0.51 35.50
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Figura 9A. Patron de consumo y curva de crecimiento en fermentador en mezclas de dos fuentes de

carbono de la cepas JM101PTS GIc” y PB12PTS GIc™.
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Figura 9B. Patrén de consumo y curvas de crecimiento en fermentador de las cepas JM101 PTS'GIc" y
PB12PTS Gic" en arabinosa y glicerol.

7.5 Transformacion de la cepa PB12PTS Xyl" a PB12PTS Xyl y medicion de
patrones de consumo de azucares.

Los estudios de crecimiento en matraces de la cepa PB12PTS GIc* en xilosa demostraron que
la cepa no poseia la capacidad de crecer en este sustrato. Con la finalidad de que la cepa
PB12PTS GIc" recuperara la capacidad de crecer en xilosa, se le hizo la transferencia del gen
Xyl* por transduccién usando el fago P1. La cepa donadora fue la ATCC47002. Se aislaron
colonias de PB12PTS'Glc'que pudieron crecer en M9-xilosa. A cepas candidatas se les
crecieron pruebas de crecimiento en glucosa, xilosa y arabinosa. Se eligié a una candidata
Xilosa®, la cual creci6 a una (u) de 0.4, 0.30 y 0.52 hr' en glucosa, xilosa y arabinosa
respectivamente. Es claro que la incapacidad de crecer en xilosa de la cepa PB12PTS Glc* no
se debe a la ausencia del sistema PTS. Por otro lado, la p en glucosa y arabinosa se mantiene
en la cepa PB12PTSXyl" por lo tanto es poco probable que el gen necesario para crecer en
xilosa sea del metabolismo central. El gen que recupero funcion podria ser alguno de los que
codifican para transportador de xilosa (xy/FGH), la xilosa isomerasa (xy/A) o su respectiva
quinasa (xy/B). A este respecto, se ha reportado que el xy/B contiene en su secuencia ocho
guaninas (GGGGGGGQ), el cual es un sitio altamente mutable en cepas sometidas a un
proceso de presion selectiva (Funchain., et al 2000). Probablemente este gen es el que muto en
PB12PTS GIc", sin embargo se sugiere hacer un estudio de secuenciacion del mencionado gen
para comprobar dicha hipotesis.

43

+ Acido acético



Ya que los residuos agroindustriales mas abundantes son los de bagazo de cafia y la
composicion porcentual de los hidrolizados son xilosa (75%), arabinosa (10%) y glucosa (15%),
se evalud el patrén de consumo de estos tres azucares en la mencionada proporcion en la cepa
PB12PTS Xyl", con el fin de analizar las condiciones en las cuales se utilizan estos hidrolizados.
La concentracion total de azucares fue de 3.4 gr/L. En la tabla 9, se observa las concentraciones
iniciales de cada uno de los azucares. De acuerdo a los patrones de consumo de carbohidratos,
la glucosa y arabinosa se consumen simultaneamente mientras que la xilosa es consumida en
una segunda fase que corresponde con la terminacién de los otros azucares. En la curva de
crecimiento se observa las dos fases de crecimiento y una fase lag intermedia de 2 horas; la
u de la primera fase es de 0.55 hr' y de 0.33 hr'' para la segunda fase. Los datos indican que en
la cepa PB12PTS GIc" si hay represion catabolica por la mezcla glucosa-arabinosa sobre xilosa.
Posteriormente se realizé una curva de crecimiento de la cepa PB12PTSXyl* en matraces con
una mezcla de glucosa y xilosa. La curva de la figura 10B muestra la inflexion en la curva de
crecimiento lo que corresponde a un crecimiento diauxico, lo cual indica también que la glucosa

reprime a la xilosa.
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Figura 10A. Curvas de crecimiento y consumo de azucares de cepa PB12PTSXyl" en una mezcla de

glucosa, arabinosa y glucosa.
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Figura 10B. Curvas de crecimiento de la cepa PB12PTS Xyl" en una mezcla de glucosa y xilosa.

Tabla 9. Consumo de una mezcla de arabinosa, xilosa y glucosa por la cepa PB12PTS Xyl"

Tiempo (hr) | Arabinosa (gr/L) Glucosa (gr/L) Xilosa (gr/L)
0 0.39 0.52 2.54
1 0.38 0.48 2.52
2 0.36 0.46 2.51
3 0.33 0.40 2.49
4 0.30 0.29 2.48
5 0.16 0.13 2.42
6 0.03 0.00 2.28
7 0.00 0.00 2.16
8 2.07
9 1.86
10 1.48
11 1.04
12 0.65
13 0.00
14 0.00

7.6 Inactivacion del gen aroB en la cepa PB12PTS Glc".
7.6.1 Inactivaciéon mediante transduccién usando el fago P1.

Con la finalidad de que la cepa PB12PTS GIc" tuviera interrumpido el gen aroB que codifica
para la segunda enzima de la via de los aminoacidos aromaticos (3-dehidroquinato sintasa), y

asi acumular DAHP, fue necesario transducir la secuencia de este gene interrumpido presente
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en la cepa donadora ATCC47002 aroB::cata la cepa PB12PTS Glc’. Una prueba preliminar del
consumo de fuentes de carbono, revelé que la arabinosa no estaba siendo consumida en el
sistema de células en reposo, sino solamente la glucosa. Este es un evento no reportado con
anterioridad. Una probable explicacién a este comportamiento podria tener origen en el evento
de transduccion. Es importante mencionar que en el gen aroB se encuentra en un operon junto
con otros ocho genes. Es de llamar la atencion que dentro de este operén se encuentra el gen
rpe. Este gen codifica para la ribulosa epimerasa que es la primera enzima que participa en el
metabolismo de arabinosa y xilosa. Por tanto, si la cepa donadora tuviera defectuoso este gen
es probable que lo haya transferido a cepa receptora junto con el gen de interés. La otra
probabilidad es que la mutacion del gen aroB tenga un efecto polar sobre la transcripcion de los

genes adyacentes a éste, sin embargo ésta posibilidad no ha sido reportada.
7.6.2 Interrupcién del gen aroB mediante el método de Datsenko y Wanner.

Utlizando el método de Datsenko y Wanner que se menciona en la seccién 6.2, se aislaron
cepas aroB- a partir de las cepas PB12PTS Glc™ y JM101PTS*Glc’. Es importante mencionar
que la cepa PB12PTS Glc*aroB no puede crecer en medio minimo con glucosa a menos que se
le suplemente de los aminoacidos y vitaminas aromaticas. Cuando se suplementan en exceso
estos compuestos en medio minimo con glucosa la cepa PB12PTS GIc*aroB puede crecer a
una p 0.34 hr'; sin embargo tiene una fase de retardo (lag) de 10 horas. Lo anterior indica que la
cepa aroB tendra un crecimiento menor que la cepa que expresa el gen aroB (experimentos

realizados en este trabajo y comunicacion personal de la estudiante de doctorado Inés Chavez).

7.7 Induccién de los genes presentes en los plasmidos pRW300aroG™ vy
pCLtktA a varias concentraciones de IPTG, en las diferentes cepas.

Con la finalidad de conocer la concentracion de IPTG adecuado para la expresion de los genes
thktAy aroGf” contenidos plasmidos pRW300 y pCL respectivamente, se realizé el estudio de
produccién de DAHP con células en reposo (ver seccion 6.3) a varias concentraciones de IPTG
(0.05, 0.1, 0.5 y 1 mM) con las cepas JM101PTS" aroB y PB12PTS Glc* aroB transformadas
con ambos plasmidos pPRW300aroG™” y pCLtktA. La concentracion de células utilizada fue
de 3.5 densidades 6pticas (aprox. De 1.3 gr/L de células). La mayor productividad de DAHP en
la cepa PTS ™ se obtuvo a una concentracion de 0.1mM de IPTG; a mayores concentraciones la
productividad decae hasta en un 50% (tabla 10). Por otra parte también el rendimiento es mayor
a 0.1 mM de IPTG. Por otro lado la mayor productividad en la cepa PTS" fue a 0.5 mM de IPTG
(tabla 10); sin embargo la productividad estd muy por debajo de la cepa PTS". La productividad
y rendimiento de la cepa PB12PTS Glc*aroB ( pRW300aroG™’, pCLtkt)en glucosa y sin

tratamiento es de 0.23 mmol DAHP/ gr. células*hr y 0.20(mol/mol) respectivamente. La
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productividad y rendimiento de la cepa JM101Glc*aroB ( pRW300aroG™’, pCLtkt) en
glucosa y sin tratamiento es de 0.008 mmol DAHP/ gr. células*hr y 0.005 (mol/mol)
respectivamente. Es importante mencionar que los valores obtenidos para la cepa silvestre y la

derivada PTS’ son congruentes con los reportados para otras cepas (Baez et al., 2000).

Tabla 10. Productividades y rendimientos de DAHP la cepas PB12PTSGic aroB(pRW300 aroG™’,
pCLtktA) (a) y JM101PTS aroB(pRW300aroG™", pCLtktA) (b) a diferentes concentraciones de
IPTG. (DS =0.10).

a) b)
Productividad Productividad
especifica L especifica Rendimient
IPTG (mM) | (mmol DAHP/ Re”(‘i')r(rl"s‘;”to IPTG (mM) | (mmol DAHP/ en(Y':;';n °

gr. p. seco gr. p. seco

célula *hr) célula *hr)
0.05 0.450 0.260 0.05 0.012 0.008
0.10 0.460 0.500 0.10 0.013 0.010
0.50 0.260 0.350 0.50 0.018 0.011
1.00 0.210 0.390 1.00 0.015 0.008

7.8 Produccion de DAHP de las cepas JM101PTS*aroB  y PB12PTS-
Glc*aroB transformadas con los plasmidos pRW300aroG™ y pCLtktA en
diferentes combinaciones de dos fuentes de carbono en el sistema de
células en reposo.

Como se senal6é en materiales y métodos en este estudio se decidi6é usar las cepas PB12PTS”
Glc*aroB(pRW300aroG™, pCLtktA) y JM101aroB(pRW300aroG™, pCLtktA) para analizar la
produccién de DAHP por la propiedad del sistema de células en reposo y ademas estas cepas
tiene bloqueada la via de biosintesis de aromaticos, asi la cantidad de DAHP es proporcional al
flujo de carbono dirigido hacia la via aromatica. Las fuentes de carbono utilizadas fueron
glucosa, arabinosa, acetato, glicerol y gluconato a una concentracion aproximada de 7.0 gr/L
cuando se utilizaron como Unica fuente de carbono. Se eligieron las mezclas de glucosa-
arabinosa, glucosa-acetato, glucosa-glicerol y glucosa-gluconato para evaluar el efecto de la
coutilizacion de estas tres fuentes de carbono sobre la productividad y rendimiento de DAHP. La
figura 11 muestra la utilizacion de las diferentes fuentes de carbono y de la produccion de
DAHP. En todas las fuentes de carbono se indujo con 0.1 mM de IPTG. Las concentraciones de
cada fuente de carbono fue de 3.5 gr/lL en las mezclas de fuentes de carbono. Las
fermentaciones se hicieron por triplicado, DS 0.085. Es importante mencionar que el analisis de

HPLC indic6é que las fuentes de carbono estaban siendo coutilizadas, en este sistema, por lo
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cual la hipotesis del gen defectuoso transducido fue la correcta. El rendimiento teérico en
glucosa y arabinosa ha sido calculado por Liao y col. en (1996), realizando una inspeccién
cuidadosa de las vias involucradas y un calculo de flujos involucrados en la produccion de
DAHP (figura 7). Esta inspeccion es bastante aceptada para el calculo de rendimientos debido a
que las vias involucradas en la producciéon de DAHP no son complejas. Los maximos teéricos
son aquellos alcanzados en una situacion en donde no existen precursores metabolicos que
sean dirigidos a la formacion de biomasa, como es el caso del sistema de células en reposo
(Liao et al., 1996). Debido a que no hay reportes del rendimiento maximo de DAHP cuando se
usan glicerol, acetato y gluconato como fuentes de carbono, fue calculado el rendimiento tedrico
mediante el proceso sugerido por Liao y col. (1996) (figura 12). Por otra parte, la formula
practica de calcular el rendimiento maximo teérico en dos fuentes de carbono es la sugerida por
Li y Frost (1999).

Rendimiento tedrico maximo en dos fuentes de carbono =

Rendimiento tedrico en || Relacion molar de glucosa| Rendimiento tedrico Relacion molar de
glucosa consumida segunda fuente segunda fuente

Tabla 11. Parametros cinéticos en la produccion de DAHP de la cepa PB12PTSGIc aro58
(pPRW300aroG™’, pCLtktA) en células en reposo en varias fuentes de carbono y mezclas.

gDAHP as Yreal Yteorico
Fuente(s) de
(mmol (mmol F.C/ (mmol (mmol (Yreal/Yteoric
carbono
F0) DAHP/gr. gr peso seco | DAHP/ mmol | DAHP/ mmol 0)*100
' p.seco cél *hr) cél hr) F.C) F.C)
Glucosa 0.42 0.4 0.56 0.86 65%
Arabinosa 0.95 0.67 0.71 0.71 100%
Acetato 0.00 0.00 0.00 021 | @ e
Gluconato 0.50 1.19 0.50 0.50 100%
Glicerol 0.36 4.68 0.13 0.42 30%
Glucosa-Arabinosa 0.95 1.55 0.74 0.81 91%
Glucosa-Acetato 0.67 2,91 0.32 0.32 100%
Glucosa-Glicerol 1.36 2.62 0.41 0.67 61%
Glucosa-Gluconato 0.76 1.14 0.41 0.69 60%
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Figura 11. Consumo de diferentes fuentes de carbono y produccion de DAHP en células en reposo de la
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De acuerdo a los resultados que se muestran en la tabla 11, los rendimientos mas altos en una
sola fuente de carbono son en arabinosa y gluconato (100% del teérico). El rendimiento en
glucosa es del 65% del tedrico. La productividad especifica de DAHP (mmolDAHP/gr p.s de
células® hr) aumenta significativamente respecto a glucosa en arabinosa 0.95, glucosa-
arabinosa 0.95 y glucosa-glicerol 1.37. La mayor productividad en estas fuentes de carbono
puede ser resultado del mayor gs, ya que se sabe que gs y productividad estan correlacionados.
Sin embargo, glicerol tiene mayor gs y similar productividad de DAHP que glucosa, aunque
también tiene mayor produccion de acido acético (figura 11). Lo anterior indica que la cepa
PB12PTSGIc" aroB(pRW300ar0G", pCL tktA) posiblemente incrementa el flujo glicolitico cuando
utiliza al glicerol como unica fuente de carbono para aumentar asi el flujo de Acetil-Coenzima A
(AcCoA) para alimentar a TCA generando suficiente ATP, NADH y NADPH por la demanda de
la sobrexpresién de los plasmidos pRW300aroG” y pCLtktA. Lo anterior concuerda con
reportes acerca de aumentos de flujo hacia AcCoA en cultivos crecidos en glicerol y
sobrexpresando tktA (Jung M et al., 2004).

Aunque no existen reportes de alto rendimiento en arabinosa en un sistema de células en
reposo (100% teorico, tabla 11), se tienen reportes de alta productividad y rendimiento en xilosa
con cepas PTS* (Liao, 1996). Lo anterior es atribuido a que existe una mejor distribucion de
PEP y E4P cuando se usa xilosa como fuente de carbono. Ya que arabinosa y xilosa son
isbmeros, ambos comparten el punto de entrada al metabolismo central (X5P) (figura 7a) y por
lo tanto lo anterior podria explicar el alto rendimiento en arabinosa. A este respecto también se
ha demostrado que cultivos en reposo con xilosa como fuente de carbono no necesitan la
sobrexpresion de tktA. Sin embargo la cepa PB12PTS Glc*aroB(pRW300ar0G”, pCLtktA) si
necesita la sobrexpresion de tiA aun en arabinosa y arabinosa-glucosa como fuentes de
carbono, ya que la productividad y rendimiento se disminuye a la mitad sin la sobrexpresion de
tktA (datos no mostrados).

Lo anterior indica que cuando la cepa metaboliza a la arabinosa aumentan las pozas de
pentosas fosfatadas (figura 2), los cuales son sustrato de las transcetolasas (A y B) y
transaldolasas (A y B) las cuales mandan el flujo hacia la via EMP, lo anterior aumentaria el flujo
hacia PEP y posteriormente a PYR. Lo anterior concuerda con la deteccion de un aumento de
piruvato en el medio de cultivo (datos no mostrados). Cabe recordar que la cepa PB12PTS Glc”
tiene ya un alto flujo glicolitico y tiene sobrexpresados varios genes glicoliticos en cultivos en
glucosa (Flores et al., 2002; Flores et al., 2004). Por otra parte los rendimientos y
productividades en la cepa silvestre JM101aroB8 transformada con los plasmidos
(PRW300ar0G™", pCLtktA) estdn muy por debajo de la cepa PB12PTSGIc'aroB
(PRW300aroG™’, pCLtktA); (las fermentaciones se hicieron por triplicado. DS= 0.10). Lo

cual indica que la sobrexpresion de ttAy aroGF” son insuficientes para redirigir el flujo de PEP
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hacia la via de aromaticos aun en azucares no PTS. Lo anterior es contrario a lo reportado para
otras cepas silvestres (Liao, 1996) (tabla 13). Esto confirma que la ausencia de PTS y
probablemente las mutaciones en oSy arcB'y el incremento en la expresion de spoTy gpp
son favorables para aumentar la productividad en todas las fuentes de carbono en la cepa
PB12PTSGIc'aroB(pRW300aroG™", pCL tktA).

Tabla 12. Parametros cinéticos en la produccién de DAHP de la cepa JM101PTS" aro5
(PRW300aroG™’, pCLtktA)en células en reposo.

Fuente de carbono aDAHP gs (mmol fuente

(mmol DAHP/gr| de carbono/ gr

O p. seco cél *hr) | p. seco céel* hr)
Glucosa 0.017 2.26
Arabinosa 0.027 0.08
Acetato <001 | 0 -
Gluconato <001 | @ e
Glicerol <071 | @ -
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Figura 12. Calculo del rendimiento maximo tedrico cuando se utilizan acetato y glicerol como fuentes de
carbono. El rendimiento es igual a la relacion de las moles dirigido hacia DAHP sobre las moles totales

fuente de la fuente de carbono.
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7.9 Parametros cinéticos, curvas de crecimiento y produccion de intermediarios aromaticos en
cultivos en fermentadores de las cepa PB12PTS'GIc'(pRW300ar0G™’, pCL tktA).

Con la finalidad de evaluar la produccién de aromaticos en un cultivo tipo lote, la cepa
PB12PTS GIc'(pRW300aroG™, pCLtktA) fue crecida en el fermentador conforme a las
condiciones sefialadas en la seccidn de materiales y métodos. Se eligieron como fuentes de
carbono a estudiar: arabinosa y las mezclas glucosa-arabinosa y glucosa-glicerol, debido a que
en estas combinaciones fue en donde mayor rendimiento y/o productividad de DAHP se obtuvo
en el sistema de células en reposo. Es importante mencionar que los plasmidos de la cepa
fueron inducidos con IPTG (0.1mM) desde el inicio de la fermentacién. La produccién de
DAHP, DHS y SHK fue tomada como medida indirecta de la canalizacion de carbono hacia la
via de aromaticos. Es importante mencionar que no se trabajo con la cepa PB12PTS Glc*aroB
(PRW300ar0G™, pCLtktA), ya que como se menciond la u de esta cepa se reduce aln en
exceso de aminoacidos y vitaminas aromaticas. Ademas, se busco analizar la capacidad de
producir compuestos aromaticos en presencia del producto aroB para demostrar que el flujo de
carbono hacia la via de biosintesis de compuestos aromaticos estaba siendo incrementada en
las condiciones de fermentador utilizadas. La tabla 13 ademas de las figuras 13 y 14 muestran
que la cepa PB12PTS Glc*(pRW300aroG™, pCLtktA) disminuye su p en todas las fuentes de
carbono respecto a su crecimiento sin pldsmidos (tablas 6, 7 y 13). En la combinacién
arabinosa-glucosa la p disminuye de 0.55 a 0.42 hr'. La disminucién de la p es mayor en
glucosa-glicerol (de 0.32 a 0.13 hr') con una fase de retardo (fase lag) de 15 hr
aproximadamente. En glucosa la reduccién de la p es de 0.42 hr' a 0.32 hr '; sin embargo
tiene una fase lag de 25 horas. Todas las cepas empiezan a acumular DHS y SHIK a partir de
una densidad oOptica aproximada de 0.70 (figura 13 y 14). En todas las fuentes de carbono el
rendimiento biomasa/sustrato(s) (gr/gr) disminuyd respecto a la cepa sin plasmidos (tablas
6,7,13), lo cual podria ser consecuencia de la redireccion de los flujos de carbono y de la
sobreproduccién de de las proteinas TktA y AroG™. Aunque la p fue mayor en arabinosa y
arabinosa-glucosa también lo es la produccién de acido acético (0.6 y 0.4 gr/L respectivamente).
Lo anterior podria ser consecuencia de la actividad concertada de las transcetolasas (A y B) que
envian el flujo de pentosas hacia glicolisis y las enzimas glicoliticas que envian éste flujo hacia
glicélisis aumentando las pozas de PYR saturando TCA y por lo tanto las enzimas Acka y Pta
convierten este PYR a acido acético. El mayor rendimiento de produccién de compuestos
aromaticos se presentd en la cepa crecida en la mezcla glucosa-glicerol. En esta combinacion,
la cepa tiene un rendimiento de compuestos aromaticos tres veces mayor que en glucosa, lo
cual es atractivo para un sistema de produccion considerando también que la glucosa y el
glicerol son compuestos de bajo costo. También la productividad de DAHP es aproximadamente

cuatro veces respecto a glucosa. Ademas no se produjo acido acético durante la fermentacion.
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Sin embargo, la p es muy baja y la fase lag muy larga.

Tabla 13. Parametros cinéticos y de produccién de intermediarios aromaticos de la cepa PB12PTS"

GIc*(pRW300aroG™’, pCL tktA) crecida en fermentador y en varias fuentes de carbono.

s (mmol gDAHP gDHS gSHIK Yarom (mmol C
FUENTE DE bt Yx/s g/ I D.Seco (mmol C/ gr. | (mmol C/ gr. | (mmol C/ gr. |aromaticos/ mmol
CARBONO K (hre) bi(?n{azz-i*hr) p.seco P.seco P.seco C fuente(s) de
biomasa*hr) | biomasa*hr) | biomasa*hr) carbono)
Glucosa 0.32 0.30 18.68 1.78 0.48 0.04 0.12
Arabinosa 0.42 0.27 50.00 0.51 0.22 0.10 0.10
Glucosa-arabinosa 0.42 0.27 47.00 5 0.50 0.30 0.12
Glucosa-glicerol 0.13 0.10 13.87 9.43 1.17 0.54 0.36
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Figura 13. Curvas de crecimiento y produccién de DAHP de la cepa PB12 pRW300aroG”, pCLtktA) en
varias fuentes de carbono.
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Figura 14. Curvas de producciéon de DHS y SHIK de la cepa PB12 pRW300aroG”, pCLktA) en varias

fuentes de carbono.
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Figura 15. Curva de produccion de SHIK en diferentes fuentes de carbono de la cepa PB12
(PRW300ar0G™, pCL thtA).
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. CONCLUSIONES

La ausencia del sistema PTS provoca una disminucion en la u en la cepa PB12PTS GIc*
crecida en glucosa y otras fuentes de carbono tipo no PTS, esto permite la coutilizacién de
varias fuentes de carbono por la ausencia de represién catabolica mediada por EIIA%C. Los
patrones de consumo demuestran que la cepa PB12PTS GIc" puede coutilizar dos fuentes
de carbono simultaneamente. De todas las mezclas probadas solamente fueron coutilizadas
las mezclas glucosa-glicerol, glucosa-gluconato, glucosa-arabinosa.

La coutilizacion de fuentes de carbono le permite a la cepa PB12PTS Glc* metabolizar mas
mmolesC por unidad de tiempo, e incrementar su . Lo anterior es favorable para contender
con una limitacion carbono/energia aun presente en la cepa aunque a menor nivel que la
cepa parental PB11PTS GIc’. Los datos sugieren que la cepa coutiliza glucosa con aquella
fuente de carbono glicoliticas con mayor gs que glucosa.

La cepa PB12PTSGIc" esta limitada en su crecimiento en todos los sustratos
gluconeogénicos y aparentemente solo coutiliza la mezcla glucosa-acetato. Por otra parte
esta cepa no ha perdido la represion catabdlica ejercida por los azucares tipo no PTS (como
lo demuestra la represién catabdlica de arabinosa sobre glicerol) aun cuando la cepa ha
estado sometida a una condicién de limitacién de fuente de carbono. Se construyé la
derivada de la cepa PB12PTS Glc* capaz de utilizar xilosa. Sin embargo, la presencia de
glucosa ejerce represion catabdlica sobre la utilizacién de xilosa. Lo anterior indica que el
mecanismo responsable de este efecto no depende del sistema PTS.

El sistema de células en reposo demostré que la coutilizacion de fuentes de carbono es
favorable para aumentar la productividad de DAHP en la cepa PB12PTSGIc aroB
(PRW300ar0G™, pCLtktA). La productividad especifica de DAHP (moles DAHP/gr. p.s
célula*hr) aumenta respecto a glucosa en todas las mezclas de fuentes de carbono, por
ejemplo de 0.42 en glucosa a 0.95 en arabinosa-glucosa y a 1.36 en glucosa glicerol. La
cepa PB12PTSGIc*aroB(pRW300aroG™, pCL tktA) tiene mayor rendimiento y productividad
en todas las fuentes de carbono (muy cercanos al tedrico) respecto a la cepa
JM101PTS Glc" aroB(pRW300aroG”, pCLtktA) lo cual indica que la ausencia del sistema
PTS (y probablemente las mutaciones seleccionadas en la presion selectiva) son favorables
para disminuir la rigidez del metabolismo central y redirigir el flujo de PEP hacia la via de
biosintesis de aminoacidos aromaticos. Es importante mencionar que no hay reportes
previos de estudios de produccion de compuestos aromaticos en el sistema de células en
reposo con cepas coutilizando de fuentes de carbono.

Los estudios de crecimiento en fermentador con la cepa PB12PTSGlc* transformada

plasmidos pRW300ar0G™ y pCLttA e inducida con IPTG 0.1mM, indican que el aumento de

58



productividad especifica de DAHP aumenta (respecto a glucosa) en glucosa-arabinosa (de
1.78 a 5) y glucosa-glicerol (de 1.78 a 9.43). El mayor rendimiento (molC/molC) de
aromaticos/fuente(s) de carbono es en glicerol-glucosa (36%). La cepa PB12PTS Glc*
(PRW300ar0G™ y pCLktA) es capaz de acumular hasta 2.19 gr/L de DAHP y 0.50 gr/L de
DHS en la mezcla glucosa-glicerol (aprox. 60% rendimiento gr/gr). Lo anterior es importante
porque la cepa sigue produciendo todos los compuestos aromaticos importantes para su
crecimiento incluyendo los aminoacidos L-trp, L-tyr y L-phe. Es interesante sefalar que los
valores de rendimiento de DAHP de la cepa PB12PTS Glc'(pRW300ar0G", pCLktA) son
similares a los reportados por la cepa NF9 (pRW5aroG", tktA) (Flores et al., 1996), cuando
utiliza glucosa como Uunica fuente de carbono. Sin embargo, los valores aumentan
aproximadamente 3X cuando se usa la mezcla glucosa-glicerol como fuente de carbono.
Ademas los valores reportados para la cepa NF9 son en medio enriquecido.

Para la produccion de aminoacidos aromaticos u otros compuestos de interés como SHIK
resultan importantes estos datos ya que la produccibn de estos compuestos en
concentraciones mayores se podrian alcanzar inactivando los genes que codifican para
otras enzimas y asi bloquear uno o varios pasos metabdlicos acumulando el metabolito
anterior, como es el caso de aroB para incrementar la produccién de DHS. Ademas, la
sobrexpresion de otros genes especificos para la produccion de ciertos metabolitos también
se podria considerar. Finalmente, como se he sefialado, la utilizacion de medios
enriquecidos usando diferentes condiciones pudiera incrementar la produccion de
compuestos aromaticos (Frost el al., 1992).

La induccion de los plasmidos con IPTG desde el inicio de la fermentacién causa una
reduccion de la p de la cepa PB12PTS Glc” en todas las fuentes de carbono. La velocidad de
crecimiento de la cepa PB12PTS GIc* en glicerol se reduce de (0.49 a 0.13 hr'); existe
también una fase lag muy larga (15 hr) en estas condiciones de alta productividad. Por otra
parte la cepa PB12PTS Glc" no produce acido acético como subproducto. Lo anterior unido
a los altos y productividades de aromaticos indica que posiblemente la sobreproduccion de
TktA estd dirigiendo las pozas de G3P y F6P hacia E4P y X5P, mientras que AroG™
condensa el PEP y la E4P hacia DAHP.
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9. PERSPECTIVAS

> Estudiar varias alternativas de optimizacién de la produccion a nivel fermentador como
por ejemplo: inducir los genes presentes en los plasmidos a diferentes puntos de la
fermentacion. Analizar en fermentador otras mezclas de fuentes de carbono que fueron
estudiadas en células en reposo. Finalmente analizar el uso de medios de cultivo parcialmente
enriquecidos para buscar un incremento en la producciéon y productividad de aminoacidos
aromaticos. El proposito es aumentar la produccion y la productividad de compuestos
aromaticos pero buscando reducir las fases lag y aumentar la p sin producir acético.

> Comprender de manera mas detallada el metabolismo celular cuando se coutilizan
fuentes de carbono mediante el analisis de transcriptoma, proteoma y metaboloma del
metabolismo central de las cepas productoras y con ello tener mejores herramientas para
optimizar la produccion de aromaticos.

> Analizar la conveniencia del aislamiento de cepas que coutilizan glucosa y xilosa o bien

de cepas que utilicen mas eficientemente la xilosa.
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