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Introduccion. El shikimato (SHK) es uno de los principales
intermediarios en la ruta de los amino4cidos arométicos. Este
compuesto contiene varios grupos funcionales que son de
importancia industrial para la produccion de diferentes
compuestos quimicos entre ellos, el inhibidor de
neuraminidasas Tamiflu®, compuesto usado como para el
tratamiento de la influenza aviar tipo A causada por el virus
H5N1. Ante la posibilidad de una pandemia de esta
enfermedad se han desarrollado diferentes estrategias a nivel
global encaminadas a la produccién de Tamiflu® (1). La
posibilidad de producir este metabolito a gran escala puede
solucionarse en parte a través de la ingenieria de vias
metabdlicas utilizando como principales estrategias el
incrementar la disponibilidad de precursores y el flujo de
carbono hacia el producto de interés.

En este trabajo se presenta la obtencién de una cepa
sobreproductora de SHK por medio de la modificacién de
algunos genes del metabolismo central y de la via del SHK en
cepas de Escherichia coli carentes de PTS para obtener una
mayor produccion de SHK.

Metodologia. Para la acumulacion de shikimato en E. coli es
necesario inactivar una o las dos enzimas shikimato cinasa,
codificadas por los genes aroL y aroK (1,2), y evitar de esta
manera el flujo de SHK a CHO, producto final de la via. En
este trabajo se inactivo el gen aroL de la cepa PB12 de E. coli
(PTS'GIc", derivada de la IM101) (3), esta cepa se transformo
con los plasmidos pJLBaroG" tktA y TOPQaroB, los cuales
permitieron tener una mayor disponibilidad de los
intermediarios DAHP, E4P y DHQ, respectivamente. Se
realizaron fermentaciones de 500mL con 100mL de medio
minimo M9 suplementado con 5g/L de extracto de levadura,
10g¢/L de glucosa, los antibiéticos correspondientes y 100uM
IPTG. Se determind el crecimiento de la cepa y los
metabolitos producidos: DHS, SHK, &cido acético (HAc)
mediante HPLC, consumo de glucosa y DAHP por el método
del acido tiobarbitdrico (4).

Resultados y discusion. En la figura 1la se presenta la curva
de crecimiento, consumo de glucosa y produccién de
intermediarios y productos analizados, con y sin la adicion de
IPTG. La Figura 1b muestra los rendimientos maximos con
respecto a la biomasa, de DHS, SHK, DAHP y HAgc, sin
IPTG se encuentran en una relacion de 0.19:1.0:0.42:7.18
(DHS:SHK:DAHP:HAc) y con IPTG la relacién es de
2.28:1.0:0.16:0.0, lo que indica que el flujo de carbono se
dirige hacia la via del SHK.
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Este comportamiento también se puede ver al comparar las
velocidades de produccion de dichos metabolitos (Cuadro 1).
Aunque la velocidad de produccion de SHK se reduce, la
cantidad total de compuestos aromaticos aumenta, lo cual
indicaria que existe otra enzima limitante en la via, la cual
podria ser la SHK deshidrogenasa que convierte el DHS en
SHK, y que se inhibe por su producto final.

Cuadro 1. Velocidades de consumo de glucosa y de produccion de
metabolitos en la cepa PB12.shikl/pJLBaroG" tkt4/TOPOaroB
5

Jon’ OHAc qDHSb QSHKb QDAHPb
Sin IPTG 0.4624 23.8 1.26 8.06 4,15
Con IPTG® 0.1166 N 17.78 5.97 7.46

“(gGlulgX-hr); ®(mgP/gX hr); 100uM

Conclusiones. La obtencién de una cepa de E. coli PTS Glc*
inactivada en el gen aroL permiti6 obtener SHIK en
fermentaciones a nivel de matraz, aunque el rendimiento
obtenido se considera bajo respecto a lo reportado en la
literatura se pretende analizar el efecto de la inactivacion de
aroK y evaluar la produccion en nivel en fermentador bajo
mejores condiciones de control.
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