REVISTA MEXICANA DE INGENIERIA QUIMICA Vol. 4 (2005) 25-36 AMIDIQ

INGENIERIA METABOLICA PARA INCREMENTAR EL FLUX Y RENDIMIENTO DE
ETANOL EN Escherichia coli ETANOLOGENICA

METABOLIC ENGINEERING TO INCREASE THE ETHANOL FLUX AND YIELD IN
ETHANOLOGENIC Escherichia coli

G. Huerta-Beristain, J. Utrilla-Carreri, G. Hernandez-Chavez, F. Bolivar, G. Gossety A.
Martinez*

Departamento de Ingenieria Celular y Biocatalisis, Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Autonoma de
Meéxico, Apdo. Postal 510-3, Cuernavaca, Morelos 62250, México

Recibido 16 Junio 2004; Aceptado 16 Noviembre 2004
Resumen

Se estudi6 el efecto de sobreexpresar genes del metabolismo de carbono sobre la velocidad especifica (flux) de
formacion de etanol, en la cepa de Escherichia coli etanologénica KO11, la cual tiene integrado en el cromosoma los
genes que codifican para las enzimas piruvato decarboxilasa (Pdc,) y la alcohol deshidrogenasa (AdhBz,) de
Zymomonas mobilis. Los resultados muestran que en la cepa KO11, el control del flux de carbono estd parcialmente
fuera de la glucdlisis y existe una actividad limitada de Pdc para canalizar el flux de glucosa o xilosa hacia la
formacion de etanol. Incrementando la actividad de Pdc, se logré aumentar el rendimiento de conversion de glucosa
o xilosa en etanol en 27%. Durante la fase estacionaria, el flux de formacion de etanol aumentd 42 y 44% y el de
formacion de acidos organicos disminuyd 46 y 76% para glucosa y xilosa, respectivamente, al incrementar la
actividad intracelular de Pdc (6.1 veces) en KO11. Por otro lado, probablemente como una respuesta a efectos de
regulacion alostérica y de actividad limitada de Pdc, los incrementos en la actividad enzimatica de fosfofructocinasa
o de piruvatocinasa redujeron drasticamente el flux de consumo de glucosa o xilosa y de formacioén de etanol,
incrementando el de formacion de acidos organicos.

Palabras clave: control del flux metabdlico, flux glucolitico, flux de etanol, piruvato decarboxilasa, xilosa y glucosa.

Abstract

Modification of ethanol flux, using glucose or xylose as carbon source, in ethanologenic Escherichia coli KO11 was
studied, by increasing the activity of key carbon metabolism enzymes. KO11 strain contains, integrated into the
chromosome, genes that code for pyruvate decarboxylase (Pdcz,) and alcohol dehydrogenase (AdhB,) from
Zymomonas mobilis. Results indicate that KO11 has limited Pdc activity to channel carbon flux to ethanol formation
from glucose or xylose. Hence, flux control is outside glycolysis and Pdc controls the ethanol flux. When
intracellular activity of Pdc was increased 6 fold, the theoretical yield of ethanol on glucose or xylose was increased
by 27%, during the stationary phase the ethanol flux was increased 42 and 44%, and the organic acid formation rate
was reduced 46 and 76% for glucose or xylose, respectively. Furthermore, as a response to allosteric effects and a
limited Pdc activity, an increase in the phosphofructokinase or pyruvatekinase enzymatic activity drastically reduces
glucose consumption and ethanol formation flux, with a concomitant increase in organic acid formation.

Keywords: metabolic flux control, glycolytic flux, ethanol flux, pyruvate decarboxylase, xylose, and glucose.

1. Introducciéon carburante (Ingram y col., 1999; Mielenz,
2001). El mercado potencial del etanol
carburante es enorme. Desafortunadamente,
en México no existe una fuente directa de
azUcares para obtener etanol en ese orden de
magnitud. Por esto se plantea el uso de
residuos agroindustriales. Los cuales, son
abundantes, contaminan y tienen un costo

Existen varias alternativas para obtener
combustibles mediante tecnologias
renovables. Desde el punto de vista
biotecnologico, una de las opciones con
mayor  viabilidad para  sustituir o
complementar a la gasolina es el etanol
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marginal en el planeta y en nuestro pais
(Martinez y col., 2002). El bagazo de cafia de
azucar, que es uno de los residuos
agroindustriales mas abundante en México,
contiene 30-40% de hemicelulosa y 30-50%
de celulosa (Ingram y col, 1999).
Especificamente, la hemicelulosa contiene,
ademas de glucosa y manosa, un 85% de
pentosas, principalmente xilosa y un pequefio
porcentaje de arabinosa (Martinez y col.,
2000; Martinez y col, 2001). Los
microorganismos etanologénicos silvestres
como Saccharomyces cerevisiae y la bacteria
Gram (-) Zymomonas mobilis, no poseen la
capacidad de metabolizar los azucares de
cinco atomos de carbono (Bothast y col.,
1999; Ingram y col., 1999; Aristidou y
Penttild, 2000). Por lo cual la produccion de
etanol, a partir de xilosa o mezclas
conteniendo esta pentosa, usando estos
microorganismos, presenta bajos
rendimientos. Por otro lado, la ingenieria
metabdlica (IM) se define como la
modificacion o la introduccion de nuevas
reacciones bioquimicas para el mejoramiento
especifico de propiedades celulares mediante
tecnologia de ADN recombinante (Bailey
1991; Stephanopoulos 1999; Nielsen 2001).
La IM se emplea para reestructurar o crear
nuevas redes metabolicas, alterar la
distribucién de flujos de carbono, mejorar
rendimientos de formacion de productos,
extender el intervalo de  sustratos
metabolizables, complementar vias, obtener
productos nuevos en la célula huésped, dirigir
o reducir el flujo hacia una ramificacion
deseada y mejorar productividades. Las cepas
silvestres de E. coli en condiciones
anaerObicas presentan un sistema de
fermentacion acido-mixta, obteniéndose las
siguientes fracciones de productos (mmoles
de carbono de producto / mmol carbono de
glucosa consumida): lactato 0.40, etanol 0.17,
CO; 0.15, acetato 0.12, succinato 0.07 y
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formato 0.004 (Fig. 1). Como se observa, el
60% del carbono es canalizado a la formacion
de 4cidos orgéanicos y el rendimiento de
conversion de glucosa en etanol es de 0.127
ger-on/gale, €s decir tan solo del 25% respecto
al teorico maximo (0.51  ggron/gcic)-
Mediante técnicas de IM con E. coli se han
construido varias cepas etanologénicas (Ohta
y col., 1991; Bothast y col., 1999; Ingram y
col., 1999; Aristidou y Penttild, 2000). Entre
ellas, la mas promisoria con fines de
aplicacion industrial es la denominada KO11.
Esta cepa se obtuvo integrando en su
cromosoma al operon pet. El cual contiene
los genes que codifican para las enzimas
piruvato decarboxilasa (pdc) y alcohol
deshidrogenasa (adhB) de Z. mobilis bajo el
control de la region de regulacion de la
piruvato formato-liasa (pfl; Ohta y col., 1991;
Ingram y col, 1999). La cepa KOII1
convierte eficientemente glucosa, manosa,
xilosa, arabinosa, o sus mezclas en etanol.
Obteniéndose en medios ricos rendimientos
de conversion de aztcar(es) en etanol,
cercano a los tedricos (> 90%) (Ohta y col.,
1991; Gonzalez y col., 2002). Sin embargo,
utilizando  hidrolizados de la fraccion
hemiceluldsica del bagazo de cana (ricos en
xilosa) o medios minerales suplementados
con glucosa o xilosa, con la cepa KO11 solo
se alcanzan rendimientos menores al 70% del
teorico (Martinez y col., 1999; Huerta-
Beristain 2004). No obstante, al parecer no
existen limitaciones fisiologicas  para
incrementar el rendimiento de conversion de
glucosa o xilosa en etanol en medio mineral
(Martinez y col., 1999; Tao y col., 2001,
Gonzélez y col., 2002). Por tal razén, en el
presente proyecto se presentan los resultados
de incrementar este parametro en KO1I,
utilizando medio mineral con glucosa o
xilosa, mediante la manipulacion del nivel de
actividad de varias enzimas del metabolismo
central del carbono.
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Fig. 1. Productos de fermentacion obtenidos con Escherichia coli silvestre creciendo en glucosa (Bock y
Sawers, 1996). Los valores en la parte inferior indican el porcentaje de conversion de glucosa en los
productos indicados en mmolpropucto/mmolg c.

Abreviaturas: GLC, Glucosa; G6P, glucosa-6-fosfato; F6P, Fructosa-6-fosfato; F1,6DP Fructosa-1,6-Difosfato; DHAP, dihidroxiacetona fosfato;
G3P, gliceraldehido-3-fosfato; Pi, pirofosfato; 1,3DPG, 1,3 difosfoglicerato; 3PG, 3 fosfoglicerato; PEP, fosfoenolpiruvato; PIR, piruvato; Acetil-
CoA, acetil coenzima A; CoA, coenzima A; AC-ALD, acetaldehido. Genes u operones que codifican para enzimas o complejos enzimaticos: pts,
Sistema de fosfotransferasa para transporte de glucosa; pfk, fosfofructocinasa; gap, gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa; pyk, piruvatocinasa;
pfl, piruvato formato liasa; /dh, lactato deshidrogenasa; adhE acetaldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa; pra, fosfotransacetilasa; ack,
acetato cinasa.
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2. Materiales y métodos

2.1. Cepas, medio de cultivo y desarrollo de
inoculos

La cepa etanologénica KO11 (E. coli B
Afrd pfl::pdczm-adhBzy, cat; Ohta y col 1991)
fue transformada con diferentes plasmidos
(Tabla 1), derivados de un vector de
mediano numero de copias (pTrc99A;
Pharmacia Biotech™®), que contiene el
promotor fuerte frc¢ inducible por IPTG
(isopropil B-D-tiogalactopiranosido) y el
gen represor lacl’. Las actividades
enzimaticas, homologas o heterologas, que
se  incrementaron  fueron: galactosa
permeasa (GalPg,); fosfofructocinasa (Ptkg.);
fosfogliceratocinasa (Pgkg.); piruvatocinasa
(Pykgs); y piruvato decarboxilasa (Pdczy).
Los subindices Ec, Bs y Zm indican el
microorganismo del cual procede el gen:
Escherichia coli, Bacillus stearothermophilus
y Zymomonas mobilis, respectivamente. La
composicion del medio minimo M9

Tabla 1. Plasmidos empleados.

(Sambrook y col., 1989) por litro es de: 6 g
Na,HPOy; 3 g KH,PO4; 1 g NHACL; 0.5 g
NaCl; 2 ml de MgSO,7H,O 1M; 0.1 ml de
CaCls 0.1M; 0.1 ml de Tiamina 1 mg/ml
(esterilizada por filtracion); 40 g de glucosa o
xilosa como fuente de carbono y ampicilina
(para mantener la presion de seleccion de los
plasmidos usados) 50 mg/l. La relacion C/N
fue de 71, tanto para glucosa como xilosa,
debido a que se decidid evaluar la produccion
de etanol durante el crecimiento exponencial
y la fase estacionaria de los cultivos, y por
tanto se requeria de un exceso de azucar. El
crecimiento del in6culo se realizd6 en
matraces de 500 ml (200 ml de M9 con 20 g/l
de glucosa o xilosa, 35° C, 120 rpm),
incubados 14 h, hasta alcanzar una DQOgyo de
aproximadamente 1.3. Todos los cultivos
fueron inoculados centrifugando (2,500 x g,
10 min y temperatura ambiente) la cantidad
suficiente de inoculo para obtener una DO
inicial aproximada de 0.1 (0.037 gpcw/1).

Plasmido Caracteristicas Referencia
Derivado del vector de expresion pKK233-2, tiene
el promotor hibrido trc rio arriba del sitio de
pTrc99A clonacion multiple (MCS) de pUCI138, los Pharmacia Biotech™®
terminadores de transcripcion rrnB y resistencia a
ampicilina.
pTrc99A-pgke. Derivado de pTrc':99A que contiene el gen pgk de F. Huerta-Beristain 2004
coli bajo el promotor trc.
Derivado de pTrc99A que contiene el gen pfk de E. .
pTrc99A-pfke, coli bajo el promotor #rc. Emmerling y col. 1999
Derivado de pTrc99A que contiene el gen pyk de B. .
pTre99A-pyks, stearothermopillus bajo el promotor trc. Emmerling y col. 1999
Derivado de pTrc99A que contiene el gen galP de Hernandez-Montalvo y
pTre99A-galPe. E. coli bajo el promotor trec. col. 2003
pTrc99A-pdcys Derivado de pTrc99A que contiene el gen pdc de Z. Huerta-Beristain 2004

mobilis bajo el promotor trc
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2.2. Condiciones de cultivo

Los cultivos anaerdbicos se realizaron
en sistemas de mini-fermentadores o mini-
fleakers (Beall y col., 1991), con un volumen
de trabajo de 200 ml y velocidad de agitacion
a 100 rpm. La temperatura se control6 a 35°C
y el pH a 7.0 mediante la adiciéon automatica
de KOH 2N. Los experimentos aqui
reportados se realizaron por duplicado y en
los resultados se muestran valores promedio
y el error estdndar de la media. Para evaluar
si existia una diferencia estadisticamente
significativa, se llevd a cabo un analisis de
datos aplicando una prueba, t, de Student no
apareada y considerando una distribucion de
una cola. En la seccion de resultados se
indican unicamente los valores de variables
que fueron significativamente diferentes a un
nivel de confianza del 95%

2.3. Métodos analiticos

La densidad optica fue medida a 600
nm en un espectrofotometro Beckman (DU-
70) y convertida a peso seco de células
(DCW: dry cellular weigth), de acuerdo a una
curva de calibracion (1 DOgoo = 0.37 gpcew/1).
Todas las muestras fueron centrifugadas
(1,400 x g, 5 minutos y temperatura
ambiente); el paquete celular se desecho y el
sobrenadante se congeld (-20°C) para su
analisis posterior. La glucosa, xilosa y acidos
organicos fueron determinadas por HPLC
usando métodos previamente desarrollados
(Martinez y col., 2000). La determinacion de
etanol se realizd por cromatografia de gases
(Cromatografo de Gases Agilent, Serie 6850,
Wilmington, D.E.) utilizando como estandar
interno 1-butanol. Se utiliz6 He como fase
moévil (5.0 ml/min, 19.05 psi y 65 cm/s) a
través de una columna capilar (Innowax
19091N-133E, de 30 m de longitud 0.25 mm
de didmetro interno y con un espesor de
pelicula de 0.25 pm, J&W Scientific), y 0.2
ul de sobrenadante inyectados
automaticamente. La temperatura del horno
fue ajustada con rampas de 80 hasta 200°C. La

deteccion de los compuestos separados, se
llevé a cabo con un detector de ionizacion de
llama (FID-1A) a 250°C. EIl andlisis y
procesamiento de datos se realizd6 con el
programa Agilent Cerity QA/QC. La
cuantificacion de proteina se llevo a cabo por
el método de Lowry. Las actividades
enzimaticas fueron verificadas en extractos
celulares cosechados durante el crecimiento
exponencial (a las 6 h de haber sido
inoculados) mediante métodos conocidos
(Maitra y Lobo, 1971; Bergmeyer y Gawehn,
1974; Hoppner y Doelle, 1983; Sakai y col.,
1986; Martinez y col., 1999), con reacciones
acopladas a otras enzimas, monitoreando la
oxidacion o reduccién de NAD" a 340 nm
durante 3 min a 30°C.

3. Resultados y discusion

3.1 Posibles pasos que limitan el flux de
formacion de etanol en E. coli etanologénica

Con el fin de aumentar algunas
actividades enzimadticas y aclarar si limitan el
flux de formacion de etanol en la cepa de E.
coli etanologénica, se increment6 mediante
técnicas de ingenieria metabdlica, el nivel de
las actividades enzimaticas de cinco pasos del
metabolismo central de carbono que se
consideraron claves en la canalizacion de
glucosa o xilosa hacia la formacion de
productos de fermentacion. Se evalud la
probable limitacion del transporte de glucosa
y xilosa mediante la sobreexpresion
constitutiva de la permeasa de galactosa
GalPg., la cual transporta inespecificamente
glucosa, xilosa y galactosa (Hernandez-
Montalvo y col., 2003). Por otro lado, se
incrementd el nivel de actividad enzimatica,
por separado, de tres enzimas que estan
involucradas en la formaciéon o consumo de
ATP, con los mayores valores absolutos de
AG'° en la glucélisis, y que en los casos de la
fosfofructocinasa 'y la  piruvatocinasa
constituyen etapas con regulacion alostérica
en esta via (Stryer, 1999). La primera es la
fosfofructocinasa (Pfkgz.), que cataliza la
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fosforilacion de la fructosa-6-fosfato a
fructosa-1,6-difosfato, mediante una reaccion
irreversible. Esta enzima es activada por
AMP, ADP y fructosa 6 fosfato, e inhibida
por ATP y PEP. La segunda enzima es la
fosfogliceratocinasa (Pgkg.) que cataliza la
primera reaccion de formacion de ATP,
mediante la conversion de glicerato 1,3
difosfato en 3 fosfoglicerato y ATP, reaccion
parcialmente reversible. La tercera es la
piruvatocinasa  heteréloga de  Bacillus
stearothermophillus (Pykgs) que cataliza la
formacion de piruvato y ATP a partir de
fosfoenolpiruvato y ADP. Esta enzima es
activada alostéricamente por AMP y ribosa-
5-P, pero no es activada por fructosa-1,6-
difosfato, ni inhibida por ATP y PEP como la
Pyk homologa de E. coli (Emmerling y col.,
1999;  Chassagnole y col, 2002).
Adicionalmente, se evaluo el incremento en
la actividad de las enzimas que desvian el
flujo del piruvato hacia la formacién de
etanol en E. coli  etanologénica,
particularmente mediante el incremento de la
piruvato  decarboxilasa  heter6loga de

Zymomonas mobilis (Pdcgz,; Martinez y col.,
1999).

3.2 Estrategia para incrementar la actividad
enzimatica de posibles pasos limitantes

Con el proposito de evitar un efecto de
carga metabolica por la sobreexpresion de
genes, el cual generalmente ocasiona
problemas de crecimiento (Snoep y col.,
1995; Martinez y col., 1999), se utilizdé un
promotor inducible por IPTG, con el cual se
puede modular el nivel de expresion y
consecuentemente la actividad enzimatica y
asi reducir esos problemas. El nivel de
actividad especifica de las enzimas analizadas
incremento entre 2 y 30 veces respecto a los
niveles basales de la cepa control
KOI11/pTrc99A. El  efecto de la
sobreexpresion se evaluo durante las fases de
crecimiento exponencial y estacionaria de los
cultivos.
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3.3 Efecto de los incrementos de actividad
enzimatica en los flujos de consumo de
sustrato y de produccion de etanol

3.3.1 En presencia de glucosa

En comparacion con la cepa control
(KO11 transformada con el vector pTrc99A
sin inserto), para la fase exponencial se
encontrd lo siguiente (datos no mostrados):
A) en todos los casos no se afectd la
velocidad especifica de crecimiento; B) el
flux de consumo de glucosa se redujo 63.4%
y 67.8% al incrementarse las actividades
especificas de Pfkg. y Pykg,, respectivamente
y en los otros casos no se afectdo; C) en
consecuencia, el flux de etanol disminuyo
35.9% y 50.7% cuando se sobreexpreso pfks.
y pykss, respectivamente, sin afectarse en los
otros casos; y D) la velocidad especifica de
adicion de base utilizada para neutralizar la
produccion de acidos fue similar para todos
los casos. Estos resultados muestran que al
incrementar la actividad de Ptkg, o Pykgs en
la cepa KO11 se reduce drasticamente el flujo
glucolitico (flux de consumo de glucosa) y el
flux de etanol. Pero la velocidad de consumo
de base no se reduce, lo cual sugiere que hay
un flux mayor de formacion de 4cidos
organicos. Ademads, estos resultados indican
una respuesta a los efectos de regulacion
alostérica, debido a una mayor velocidad de
formacion y acumulacion de
fosfoenolpiruvato y ATP (inhibidores de la
fosfofructocinasa), y asociado a una posible
actividad limitada de Pdcy, para canalizar el
flux hacia la formacion de etanol. Para la fase
estacionaria se encontrd, comparando con la
cepa KO11/pTrc99A, que (Figs. 2y 3): A) el
flux de consumo de glucosa se redujo 43 y
11% al incrementar la actividad de Pfkg. y
Pykgs, respectivamente, y se incrementd 13%
al aumentar 6 veces la actividad enzimatica
de Pdcz,, en los otros casos no se afectd; B)
la velocidad especifica de adicion de base
para neutralizar la produccion de &cidos
organicos se redujo 46% cuando se
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sobreexpresod pdcz, y se incrementd 56% y
83.0% con pgke. y pykss, respectivamente; C)
congruentemente, el flux de etanol disminuy6
49 y 33% sobreexpresando pfke. y pykss,
respectivamente, y se incrementd 42% al
sobreexpresar pdcz,, sin afectarse para los
casos de galPg. y pgke; y D) de forma
relevante, en comparacion con la cepa control
el porcentaje de rendimiento tedrico de
conversion de glucosa en etanol se
incrementd de 67 a 85% al sobreexpresar
pdczy, (Tabla 2). Estos resultados confirman
que incrementos en la actividad de Ptkg. y
Pyks, en KOI1 reducen dréasticamente los
flujos en el consumo de glucosa y en la
formacion de etanol, incrementando el flux
de formacion de acidos organicos. Los datos
de sobreexpresion de pdcz, también
corroboran que en KOI11 hay una actividad
limitada de Pdcy, para canalizar el flux hacia
la formacién de etanol. Asimismo, se sabe
que el piruvato inhibe alostéricamente al
sistema de transporte de glucosa (sistema
PTS, ver Fig. 3), por consiguiente al
incrementarse el flujo de carbono hacia la
formacion de etanol, se reduce la
concentracion intracelular de piruvato y se
estimula el consumo de glucosa. Ademas,
como se observa en las Figs. 1 y 3, el
NADH+H" generado a partir de la glucosa o
xilosa en la reaccion catalizada por la
gliceraldehido  3-fosfato  deshidrogenasa
(G3PD), debe ser oxidado para que los
esqueletos de carbono fluyan a través de la
glucolisis. Esta regeneracion de NAD' se
lleva a cabo por las deshidrogenasas
formadoras de lactato, acetaldehido y etanol
en cepas silvestres de E. coli (Fig. 1), y
ademas por la alcohol deshidrogenasa de Z.
mobilis en la cepa KO11 (Fig. 3). Dicho
proceso permite balancear la relacion
NAD'/NADH+H" en la cepa KO11 cuando
se sobreexpresd pdcz, y favorecié un mayor
flujo de formacién de etanol, ya que por cada
mol de NADH+H" generado por la G3PD se
regenera un mol de NAD' en la via
heter6loga de conversion de acetaldehido en

etanol. Sin embargo, al incrementarse la
actividad de Pfkz. o Pykgs en la cepa KO11
no se reduce la formacion de acidos
organicos, no se favorece la oxidacion del
NAD" y por tanto no se estimula el flux de
formacion de etanol. En resumen, el aumento
en la conversion de glucosa en etanol cuando
se incrementa la actividad de Pdcz,, se da a
expensas de una redistribucion de los flujos
en las reacciones finales del metabolismo
central, disminuyendo la formacién de acidos
organicos, incrementandose los  flujos
glucolitico y de formacion de etanol.
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Fig. 2. Efecto sobre el flux de: A) consumo de
glucosa; B) produccion de etanol; y C) base
adicionada para neutralizar la produccion de
acidos organicos, con la cepa KO11 con actividad
enzimatica incrementada en GalPg., Pfkg, Pgkg,
Pykgs o Pdcz,, durante la fase estacionaria de
cultivos con glucosa.

31



G. Huerta-Beristain y col. / Revista Mexicana de Ingenieria Quimica Vol. 4 (2005)

25-36

GLC -------- i e XIL
28.8 i1 185
31.2 i i 21.0
 Pts gal Ele S <
PEP — T ATP  ——
PIR T *i aADP
- » Xl
G6P Glc
l ; \ ATPj
ADP  ATP
ADP
arpFEP PPP
fkAg.
ADP Ec
F1,6DP
DHAP 4—P>G3P «¢ <
NAD* + Pi
NADH+Hu b
1,3DPG
AD| pake,
AT
3PG
28.3 20.3
33.3 20.4
-
PYKg
ATP
PIR |
»AC-ALD
dc.
pfl v BCzm NADH*H* NADH*H*
Acetil-CoA ldh
o N NAD: NAD*
pta
CoA :i
Acetil-P
ADP — ok j adhE /
L ATP < NAD* /
1.30 | 1.21 Y 8.0 4.7
0.18 | 0.05 10.3 | 6.6
1.64 | 4.44 16.0 | 9.4 1.35 | 0.54
0.30 | 0.46 20.6 [13.2 1.89 (0.12
v v v v v
FORMATO ACETATO ETANOL co, LACTATO

Fig. 3. Distribucion de flujos de carbono (mmoles de carbono / gpcwh),
Escherichia coli etanologénica KO11 durante la fase estacionaria de cultivos con glucosa o xilosa. Los
valores a la izquierda muestran los flujos de carbono en cultivos con glucosa y los de la derecha (en
cursiva) con xilosa. Los valores de la parte superior corresponden a la cepa KO11 y los de la parte inferior

a KO11 sobreexpresando pdcz,,.

Abreviaturas (ver Fig. 1) y: XIL, xilosa; PPP, via de pentosas fosfato. Genes u operones que codifican para enzimas o complejos enzimaticos:
galPg,, permeasa de galactosa de E. coli; xyIFGH y xylE, transportadores de xilosa de alta y baja afinidad, respectivamente. Los genes
correspondientes a las enzimas cuya sobreexpresion se evalud en el presente trabajo se muestran en negritas, cursivas y subrayados: pfkAg.,
fosfofructocinasa de E. coli; pgke., fosfogliceratocinasa de E. coli; pyks,, piruvatocinasa de B. stearothermophillus; pdcz,, piruvato decarboxilasa

de Z. mobilis; adhBy,, alcohol deshidrogenasa de Z. mobilis;
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Tabla 2. Rendimientos de conversion de glucosa
y xilosa en etanol sobreexpresando diferentes
genes del metabolismo de carbono en E. coli
etanologénica KO11.

*Rendimiento

Plasmido % respecto al teérico con
Glucosa Xilosa

pTrc99A 67 (2.7) 60 (5.7)
pTrc99A/galPr. 66 (1.4) 55 (1.0)
pTrc99A/pfke, 69 (0.0) 46 (5.1)
pTrc99A/pgke. 68 (2.5) 58 (10.1)
pTrc99A/pyks, 65 (0.0) 51(0.7)
pTrc99A/pdcz, 85 (4.1) 76 (5.2)

“ Los valores en paréntesis indican el coeficiente de variacion, en
porcentaje, de dos replicas independientes.

3.3.2. En presencia de xilosa

Comparando con los resultados
obtenidos con la cepa control
(KO11/pTrc99A), para la fase exponencial se
encontrd6 que (datos no mostrados): A) el
incremento de actividad de Pfkg. ocasion6 un
decremento del 23% en la velocidad
especifica de crecimiento; B) el flux de
consumo de xilosa se incrementd 59% al
aumentar 6 veces el nivel de actividad
enzimatica de Pdcz,, en los demas casos no
se afectd; C) en consecuencia, el flux de
etanol disminuy6 64 y 26% e incremento un
31% cuando se sobreexpresaron pfkg., pykss 0
pdczn, respectivamente, sin afectarse en los
otros casos; y D) la velocidad especifica de
consumo de alcali, utilizado para neutralizar
la produccion de acidos, fue menor cuando se
incremento la actividad de Pfkg., Pgkg., Pykpg
o Pdcy, y similar para los otros casos. Estos
resultados demuestran que al incrementar la
actividad de Pfkz. o Pykp, se reduce el flux
de etanol y la velocidad de sintesis de acidos
organicos, sugiriendo una respuesta a efectos
de regulacion alostérica, debidos a una mayor
velocidad de formacion y acumulacion de
fosfoenolpiruvato y ATP. El flux de etanol se
incremento, tal como en el caso de la glucosa,
como una respuesta al incremento de una
actividad limitada de Pdcz, y a una mayor

velocidad de reciclamiento de NAD". Para la
fase estacionaria, en comparacion con la cepa
control (KO11/pTrc99A), se encontrd que
(Figs. 3 y 4): A) el flux de consumo de xilosa
se incrementd 35% al sobreexpresar pdczy,
en los otros casos no se afecto; B) la
velocidad especifica de consumo de alcali,
adicionado para neutralizar la produccion de
acidos organicos, se redujo 76% cuando se
sobreexpresd pdcz,; C) el flux de etanol
disminuy6 38% sobreexpresando pfkg. y se
increment6 44% al sobreexpresar pdczy,; y D)
de forma apreciable, en comparacion con la
cepa control, el porcentaje de conversion de
xilosa consumida en etanol respecto al
teorico se redujo de 60 a 46% con pfkg., €
incrementd  hasta  76%  cuando  se
sobreexpreso pdcz, (Tabla 2).

0.8

10N

0.4+

ginlutainlnil
00O

Control GalP Pfk Pgk Pyk Pdc
KO11 con actividad incrementada en:

axil (gxi/gocw h)

qEetoH (geton/gpew h)

» o

qkoH (mikon/gocw h)

Fig. 4. Efecto sobre el flux de: A) consumo
de xilosa; B) produccion de etanol; y C) base
adicionada para neutralizar la produccion de
acidos organicos, con la cepa KO11 con actividad
enzimatica incrementada en GalPg., Ptkg, Pgkg.,
Pykgs o Pdcz,, durante la fase estacionaria de
cultivos con xilosa.
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Estos resultados ratifican el efecto
observado con glucosa. Es decir que, los
incrementos en la actividad de Pfkg. en KO11
reducen el flujo de formacion de etanol. Asi
mismo, los datos de incremento en la
actividad enzimatica de Pdc, corroboran que
en la cepa KOI11 hay una actividad limitada
de Pdcy, para canalizar el flux hacia la
formacion de etanol, el incremento ocasiona
una redistribucion de flujos en las reacciones
finales del metabolismo central, reduce la
formacion de 4cidos organicos y la
disponibilidad de piruvato, se incrementa el
flujo glucolitico y, consecuentemente, se
logra acrecentar el rendimiento de conversion
de sustrato en etanol.

Conclusiones

En conjunto, los resultados obtenidos
indican que en la cepa de E. coli
etanologénica KO11, cuando esta utilizando
glucosa o xilosa, el flux en la glucolisis no se
encuentra controlado individualmente por el
transporte de la fuente de carbono, ni por
Pgk. No obstante Ptk y Pyk controlan de
manera negativa el flujo glucolitico. No se
descarta la posibilidad de que el control
positivo de la glucolisis se localice en alguna
de las enzimas no analizadas en este trabajo o
que dependa de la sobreexpresion de un
conjunto de enzimas, por ejemplo: a través
del incremento simultdneo de Pfk o Pyk con
Pdc. Los resultados indican que el control del
flux glucolitico en E. coli KOI1 esta
parcialmente fuera de la via de Embden-
Meyerhof-Parnas 'y se demostré que la
actividad enzimatica de Pdc limita el flux de
piruvato hacia la formacion de etanol. En
consecuencia la sobreexpresion de pdczy
permiti6é incrementar los flujos de consumo
del sustrato y el de produccion de etanol
durante la fase estacionaria, cuando se utiliza
como fuente de carbono glucosa o xilosa, con
una concomitante disminucion del flux de
carbono hacia la formacion de 4cidos
organicos. Finalmente, incrementando la
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actividad de Pdc se logr6 aumentar
sustancialmente el rendimiento teodrico de
conversion de glucosa o xilosa en etanol
(27% en promedio) en medio mineral. Estos
resultados demuestran que los esfuerzos
enfocados hacia el mejoramiento de cepas
etanologénicas de E. coli deben considerar
como uno de sus principales objetivos la
optimizacion de la expresion del gen pdczy,
asi como la busqueda o generacion de
versiones mas activas de Pdc.
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