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Introducciéon. El antranilato (ANT) es una amida
aromatica de amplio uso en la industria farmacéutica y
del perfume. En Escherichia coli el ANT se sintetiza a
partir de corismato por la ANT sintasa (TrpED) y
posteriormente es convertido a fosforribosil-ANT por la
fosforribosil ANT sintasa (TrpD) para continuar en la via
de sintesis del triptofano.

Con el proposito de generar un proceso alternativo a la
sintesis quimica para la produccion de ANT, la cepa E.
coliW3110 trpD9923 (1); una mutante en el gen trpD que
acumula bajos niveles de ANT, se caracterizé y se
modificé utilizando diversas estrategias de Ingenieria
Metabdlica.

Metodologia. Se determiné la secuencia nucleotidica de
los genes trpEGD de E. coli trpD9923. Se gener6 la cepa
E. coli trpD9923 con el sistema fosfotranferasa de
carbohidratos (PTS) inactivo mediante transducciéon con
el fago P1 vir (2). Las cepas E. coli trpD9923 y trpD9923
PTS se transformaron con el plasmido pJLBaroG"'tktA,
que co-expresa una 3-deoxy-D-arabino heptulosonato- 7-
fosfato sintasa insensible a inhibicién alostérica (aroG "
y la transcetolasa (tktA). Se evalu6 la produccién de ANT
por las cuatro cepas derivadas de E. coli trpD9923 en
matraz a 37°C utilizando medio M9 adicionado con 10 g/L
de glucosa y 20 pg/mL de triptéfano, asi como a nivel de
biorreactor en medio M9, 90 g/L de glucosa y 10 g/L de
extracto de levadura, a 37°C y pH 7.0. EI ANT se
cuantificé por cromatografia liquida de alta resolucion.

Resultados y discusion. La secuenciacion de los genes
trpEGD de la cepa E. coli trpD9923 reveld una mutacion
sin sentido en el gen trpD, que ocasiona la perdida de la
actividad fosforribosil ANT sintasa, sin modificarse la
actividad ANT sintasa, causando asi la acumulacién del
ANT. De las cuatro cepas derivadas de E. coli trpD9923,
las cepas #rpD9923 PTS vy trpD9923/JLBaroG™ tktA
mostraron los mejores parametros de produccion de ANT
en matraz (Cuadro 1); acumulando 0.70-0.75 g/L de ANT
(Fig. 1c) con rendimientos que corresponden al 28-46%
del maximo tedrico. Sin embargo, la cepa trpD9923 PTS
mostré bajos perfiles de crecimiento y consumo de
glucosa (Fig. 1-a y b) debido a la inactivacion del PTS.
Utilizando un proceso de cultlvo fed bach en biorreactor
la cepa trpD9923/pJLBaroG "tktA produjo 14 g/L de ANT
en 34 h (Fig. 1f).

Cuadro 1. Parametros cinéticos y fermentativos de cultivos en
matraz de cepas derivadas de E. coli trpD9923.

; Y
Cepas de E. coli M Qaic Ant/Glc
P (h) (gai/goow.n)  (9anGaic)
trpD9923 0.26 0.34 0.06
troD9923 PTS’ 0.09 0.13 0.12
or
tpP9923/pJLBaroG 4 15 0.37 0.20
troD9923 PTS'/
pJLBaroG" tktA 0.24 0.43 0.10
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Figura 1. Produccion de antranilato en matraz (a-c) y
bioreactor (d-f) por las cepas E. coli trp09923( ),
trpD9923 PTS (M), troD9923/J LBaroG""tktA (O)y

troD9923 PTS foJLBaroG™ tktA (O). Biomasa (a y d),

Glucosa (b y e) y Antranilato (c y f).

Conclusiones. Empleando estrategias de Ingenieria
Metabdlica en la cepa E. coli trpD9923, la produccién de
ANT se increment6 3.3 veces. Este trabajo constituye el
primer sistema microbiano para la sintesis de ANT
compatible con el medio ambiente.
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