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Introduccién: En nuestro laboratorio se han obtenido cepas
de Escherichia coli mutadas en el principal sistema de
transporte de glucosa (sistema PTS), capaces de usar glucosa
como fuente de carbono (cepas PTSGIc)[1]. En estudios
anteriores se demostré que las mutantes PTSGIc”, utilizan €
transportador de galactosa, GalP para internalizar la glucosa
Es probable que la ausencia del sistema PTSy el uso de GalP,
que no requiere de fosfoenolpiruvato para fosforilar la
glucosa, tengan como consecuencia variaciones en los flujos
de carbono en las mutantes PTS Glc™.

El marcaje isotopico de esqueletos de carbono y su andlisis
mediante resonancia magnética nuclear (RMN), permiten
conocer e metabolismo central de carbono en diferentes
sistemas biolégicos [2]. La observacion del acoplamiento de
espin nuclear de **C-13C en espectros de RMN de correlacion
1B¢MH, (2D[*3C*H]-COSY), permite identificar los patrones
biosintéticos de marcaje de *3C.

El objetivo del presente trabajo es aplicar la técnica de RMN
para establecer la distribucion del carbono en el metabolismo
central de Escherichia coli, asi como conocer el efecto de
algunas modificaciones genéticas sobre la bacteria.
Metodologia: Se realizaron fermentaciones en cultivo lote
aerobio con un volumen de trabgjo de 1 | en medio M9
suplementado con 1.8 g/l *C-1-glucosa y 0.2 g/l *C6
glucosa iniciales, se cultivaron las células creciendo en fase
logaritmica cuando alcanzaron DOggonn= 1. La fraccion
soluble de la hidrdlisis &cida de las células fue analizada por
2D[*3C,*H]-COSY-NMR en un aparato de RMN Bruker 400
MHz para 'H. La concentracion de cada especie isotépica fue
extraida del espectro COSY-NMR.

Resultados y Discusién: Se observaron diferencias
importantes de los flujos de carbono entre las cepas de
estudio, la delesion del sistema PTS provoca un aumento de
aproximadamente el 100 % de flujo molar de PEP a través de
las enzimas piruvato cinasas, el aumento de flujo corresponde
aproximadamente a PEP que es utilizado por € sistema PTS
en lacepasilvestre.

Otras reacciones metabdlicas relacionadas con e PEP
también fueron afectadas; en la cepa silvestre la enzima
fosfoenolpiruvato carboxilasa (Pck), utiliza como sustrato
PEP y produce oxaloacetato, de esta forma, una de sus
funciones es la de compensar los esqueletos de carbono
extraidos del ciclo de los é&cidos tricarboxilicos (TCA),
utilizados por € metabolismo celular, existe también un flujo
en la direccién contraria por parte de la enzima PEP-
carboxicinasa (Pck), en la figura 1, se pueden observar los
valores de flujo de carbono para estas enzimas en la cepa

silvestre. En las cepas PB12 y PB13, € flujo de carbono
sobre la enzima Ppc se mantiene constante, en tanto que el
flujo de carbono sobre la enzima Pck es practicamente cero,
demostrando asi un aumento neto del carbono que se

—
PEPPykA — ek
PTS 100l40.7 7.7 Mez
PYREZ-—H—-==9
/ l 63.2 NADH_[1 A
+ -—
Ferm  ACoA PPC €O, r
61.2 24.9 2110
Gital 44 ¥l 35 vl
IT< OAA «<— MAL
s 5 5 #4382

adimentaa TCA apartir de PEP.

Fig. 1. Flujos de carbono determinados para las reacciones del
metabolismo central que estan relacionadas a PEP, los valores
estan dados en % de flujo molar tomando el transporte molar de
glucosa = 100 %. Ferm = productos de fermentacion.

En la cepa silvestre se observa que el flujo de carbono sobre
la enzima mélica (Mez) se dirige a la produccion de malato a
partir de piruvato, en las mutantes PTSGc’, este flujo se
encuentra invertido, mostrando otra via para producir
piruvato a partir de intermediarios de TCA sin producir PEP,
manteniendo asi, el balance de los esqueletos de carbono
relacionados a esta parte del metabolismo central.
Conclusiones: El andlisis del marcaje isotopico permitio
valorar los flujos de carbono en Escherichia coli, asi como
los resultados de las modificaciones en genes relacionados
con el metabolismo central de carbono y transporte de
glucosa. La mayor disponibilidad de PEP debida a la
ausencia del sistema PTS tiene efectos especificos sobre €l
metabolismo central de carbono en Escherichia coli. En las
cepas PTSGIc", reacciones que involucran PEP se modifican
de forma que no es necesaria mayor sintesis de PEP por parte
de la enzima Pck, como en el caso de la cepa silvestre, sin
embargo, el balance de esqueletos de carbono en el ciclo de
los é&cidos tricarboxilicos se mantiene modificando otras
reacciones del metabolismo central, como laenzimamalica
Agradecimientos. El presente trabajo fue apoyado por el
CONACyT, DGEP-UNAM y Fundacion Telmex.

Bibliobr afia:

1. Flores, N. Xiao, J. Berry, A. Bolivar, F. y Valle, F. (1996).
Pathway engineering for the production of aromatic compoundsin
Escherichia coli. Nat. Biotech. 14:620-623.

2. de Graaf, A. (2000). Use of 3C labelling and NMR spectroscopy
in metabolic flux analysis. En: NMRin Microbiology: Theory and
Applications. Barbotin, J. Horizon Scientific Press, UK. pp 97-126



