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Introduccidn. El shikimato (SHK) es un intermediario de la ruta
del mismo nombre y ha cobrado relevancia por ser precursor de
antivirales, anticancerigenos, antioxidantes, entre otros. La ruta
del SHK esté presente en hongos, bacterias y plantas y es usada
para la produccion de aminoacidos arométicos (1). Por la
importancia comercial del SHK varios grupos han explorado su
sobreproduccion en bacterias como E. coli usando ingenieria de
vias metabdlicas (1).

La enzima 3-desoxi-7-fosfoheptulonato sintasa (DAHPS) cataliza
la primera reaccion de la ruta condensando eritrosa-4-fosfato
(E4P) con fosfoenolpiruvato (PEP) para formar 7-fosfo-2-ceto-3-
desoxi-D-arabinoheptonato (DAHP). E coli tiene 3 isoenzimas de
DAHPS (aroFGH) regulada por retroalimentacién negativa por
los tres aminoacidos aromaticos, para lidiar con esta desventaja
se han desarrollado versiones de DAHPS insensibles a inhibicion
por retroalimentacion. En nuestro laboratorio se cuenta con una
de estas enzimas codificada por el gen aroG™" (2). Para evaluar
la funcionalidad de aroGF" se realiz6 un estudio de
complementacion transformando a una cepa de E. coli DAHPS-
(aroFGH") con un plasmido de produccién de SHK que incluye al
gen aroG™", El plasmido restaur6 la via del SHK de cepa
transformante en sistemas de fermentacion.

Metodologia. La cepa usada en este trabajo es denominada
ASR4 vy tiene genotipo PB12 (PTS™ Glc*) aroFGH™ aroKL" pykF
lacl. ASR4 es incapaz de producir intermediarios de la via del
SHK. pTrcAro5 (Fig. 1) es un pladsmido multicopia para
sobreproduccion de SHK que incluye los genes tktA, aroG™,
aroD, aroB y aroE dentro de un operdn regulado por el promotor
trc (2). La cepa ASR4 fue transformada por electroporacion con
el plasmido pTrcAro5, la cepa resultante fue denominada ASR45
(Fig. 1). Se realizaron cultivos por triplicado en matraz con ASR4
y ASR45 bajo las siguientes condiciones de operacion: T=37°C,
pHinicia=7, Q= 300 rpm, t=50 horas, V= 50 mL, se us6 un medio
de cultivo mineral adicionado con 20 g L™ de glucosay 15 g L*
de extracto de levadura como sustratos. Se monitored la
fermentacién cuantificando metabolitos por HPLC y densidad
Optica. Se calcularon los parametros L, gskHk, qcic Y YSHK Glc.

Resultados. La cepa ASR4 tuvo una tasa especifica de
crecimiento (1) = 0.52 h! alcanzo aproximadamente 9 DO a las
10 horas momento en el alcanza el estado estacionario, no
mostro produccion de intermediarios de la via del SHK, pero se
produjeron 8.25+015 g L de acetato con un rendimiento molar
global de 1.49+0.07 mol mol* (Fig. 2, tabla 1), los parametros se
muestran en la tabla 1.

ASR45 mostré una pmax igual a 0.45 h con un titulo de shikimato
de 8.15+0.82 g L y rendimiento de 0.45+0.05 mol mol* y sin
acetato al final del cultivo (fig. 2, tabla 1).

* Shikimats

Fig. 1. Metabolismo de produccién de shikimato de la cepa ASR45
(izquierda) Los genes en azul han sido sobreexpresados, los genes en
rojo han sido inactivados. plasmido pTrcAro5 (derecha).
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Fig. 2. Fermentaciones en matraz con la cepa ASR4 (izquierda) y
ASRA45 (derecha).

Tabla 1. Parametros cinéticos de las cepas ASR4 y ASR45.

Cepa Hmax X max [SHK] [ACE] Y sHK Gle Q' sHk Jcic
(")  (@pbwchy) (gL (@)  (molmol) (@Lgh) (gL*h?)
ASR4 0.52+0.03 3.88+0.01 0.00 8.25+0.15 0.00 0.00 -2.70+0.27

ASR45 0.45%0.01 3.63+0.04 8.15+0.82 0.00 0.45+0.05 0.20+0.05 -2.20+0.40

Conclusiones. La cepa ASR4 es incapaz de producir
intermediarios de la via del SHK pero produce altos niveles de
acetato (ACE). La ruta del SHK funciona como via de asimilacion
del PEP sobreproducido y al estar bloqueada, las rutas de
produccién de ACE serian el destino del PEP (3). La cepa
ASR45 produce SHK con rendimientos similares a los
alcanzados en la cepa AR36 previamente reportado en nuestro
grupo pero con una la tasa de crecimiento mas baja (1), sin
embargo, queda demostrado que ASR4 es incapaz de producir
intermediarios de la via del SHK y que el plasmido pTrcAro5
restaura la funcionalidad de esta via, ademas de que reduce la
produccién de ACE y aumenta la capacidad de produccién de
SHK.
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