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Abstract 

Zymomonas mobilis produces ethanol at high yields and titres due to its high ethanol tolerance. 

It utilises sugars via a highly active Entner–Doudoroff pathway, resulting in a rapid glucose 

consumption rate. Z. mobilis has an incomplete tricarboxylic acid cycle (TCA) and a deficient 

respiratory chain, which makes it dependent on glucose-to-ethanol fermentation for energy 

production and redox balance. It exhibits low biomass yield and extremely high ethanol yield, 

as a significant portion of the carbon flux (95-97%) is directed towards ethanol production. 

Due to these characteristics, Z. mobilis can be an excellent host for producing non-native 

compounds at high yields, provided the flux through the native ethanol pathway can be 

effectively eliminated. 

In this work, Z. mobilis was engineered to produce acetoin and D-(-)-2,3-butanediol (2,3-BDO) 

by heterologously expressing the key pathway genes, acetolactate synthase 

(alsS)/acetohydroxyacid synthase (ahas1), acetolactate decarboxylase (alsD), and R, R-2,3-

butanediol dehydrogenase (bdhA), through integration at two neutral gene loci. The engineered 

strain produced acetoin and 2,3-BDO at low yields, as most carbon flux (77-88%) was directed 

towards ethanol production. To improve yields, we targeted the ethanol pathway by deleting 

the adh1 and adh2 genes (based on previous work in our lab) while concurrently integrating 

the acetoin/2,3-BDO pathway genes (ahas1, alsD, and bdhA). The Zm_ΔA1ΔA2_HS1D strain 

exhibited a slight increase in acetoin yield compared to the wild-type strain and produced 

negligible ethanol (~0.8 g/l). However, the Zm_ΔA1ΔA2_HS1D strain could not consume 

more than 10-12 g/l of glucose. The decreased glucose consumption could be due to the low 

activity of the heterologous genes or the strain's inability to regenerate NAD(P)+ without 

ethanol production. The nox gene encoding NADH oxidase from Lactococcus lactis was 

expressed in the Zm_ΔA1ΔA2_HS1D strain to regenerate cofactor equivalents. The resulting 

Zm_ΔA1ΔA2_HS1DX strain was further improved by expressing a strong alsS gene from 

Bacillus subtilis to reroute more pyruvate flux towards 2,3-BDO and acetoin formation. The 

engineered strain, Zm_ΔA1ΔA2ΔM_HS1DXS (harbouring both Ll.nox and Bs.alsS genes), 

produced acetoin with a yield of 0.27 g/g of glucose, corresponding to 54.5% of the maximum 

theoretical yield (MTY). However, only 50-65% of the carbon flux was diverted towards 

acetoin, 2,3-BDO, and glycerol.  

We deleted the pdc gene in the engineered acetoin/2,3-BDO production strain 

Zm_ΔA1ΔA2_HS1DX to improve yields. The Zm_ΔA1ΔA2ΔP_HS1DXS strain (with the 
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adh1, adh2, and pdc gene deletion) did not produce ethanol under any growth conditions. 

Under aerobic condition, the strain achieved an acetoin yield of 0.38 g/g of glucose, 

corresponding to 76% of the MTY. The Zm_ΔA1ΔA2ΔP_HS1DXS strain was cultivated in a 

bioreactor under different dissolved oxygen (DO) levels to optimize the growth conditions for 

acetoin/2,3-BDO production. Under 30-35% DO, the strain produced 39.09 g/l of acetoin and 

7.86 g/l of 2,3-BDO from 128 g/l of glucose over 11 days. At a DO level below 10%, the strain 

produced 11.22 g/l of 2,3-BDO from 30 g/l of glucose in 5.6 days, achieving 75% of the MTY 

for 2,3-BDO.This study demonstrated the ability of a single recombinant strain to produce both 

acetoin and 2,3-BDO at high yields, with the production profile being dependent on the aeration 

conditions. The strain exhibited robust growth in bioreactors and consumed high glucose 

concentrations. The Zm_ΔA1ΔA2ΔP_HS1DXS strain was further engineered to increase 

acetoin yield by deleting the bdhA gene. The Zm_ΔA1ΔA2ΔP_KS1DXS strain (with the bdhA 

gene deletion) consumed up to 80 g/l of glucose in shake flask and accumulated acetoin with a 

yield of 0.44 g/g (88% of the MTY).  

We sought to engineer Z. mobilis to produce valine or valine pathway intermediates by 

redirecting carbon flux from ethanol towards valine. The valine pathway genes (Bs.alsD, 

Zm.ilvC, Zm.ilvD, and Bs.bcd) were integrated at the adh1 and adh2 gene loci. The strong B. 

subtilis ALS was selected to catalyse the conversion of pyruvate to acetolactate, the first step 

towards valine production. For the subsequent two steps, native ketol-acid reductoisomerase 

(ilvC) and dihydroxy-acid dehydratase (ilvD) genes were overexpressed by placing them under 

a strong Ppdc promoter. B. subtilis NADH-specific L-leucine dehydrogenase (BCD) was 

selected to catalyse the last reductive step. The Zm_ΔA1ΔA2_S.Zm.CD.D strain did not 

produce valine, likely due to the inability of the native ILVC and ILVD enzymes to pull flux 

downstream towards valine synthesis. To address this limitation, the 

Zm_ΔA1ΔA2_S.Zm.CD.D strain was engineered to express the E. coli ilvC gene, resulting in 

the generation of a new strain, Zm_ΔA1ΔA2ΔAT_S.Zm.CD.D.EcC. However, valine 

production was not detected. 

In this study, Z. mobilis was engineered to produce acetoin and 2,3-BDO at high yields by 

eliminating ethanol production through the introduction of an alternative pathway for redox 

regeneration. This work demonstrated that complete flux rediversion in Z. mobilis is possible 

by deleting the pdc gene and introducing an alternative pathway. 
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सार 

ज़इमोमोनास मोबिलिस एक इथेनॉि उत्पादक जीवाणु है जो अपनी उच्च इथेनॉि सहनशीिता 

और उपज के लिए जाना जाता है। यह अत्यधिक सक्रिय एंटनर-डौडोरॉफ मार्ग के माध्यम से 

शकग रा का उपयोर् करता है, जजसके पररणामस्वरूप ग्िूकोज की खपत दर तेजी से होती है। 

इसके अिावा, जेड मोबिलिस में अिूरा ट्राइकािोजससलिक एलसड चि और एक अपयागप्त श्वसन 

श्रंखिा है, जो इसे ऊजाग उत्पादन और रेडॉसस संतिुन के लिए ग्िूकोज-स-ेइथेनॉि क्रकण्वन पर 

ननर्गर करती है। कािगन प्रवाह का एक महत्वपूणग हहस्सा (९५ -९७ %) इथेनॉि उत्पादन की 

ओर ननदेलशत होता है, जजससे जैवद्रव्यमान का ननमागण कम हो जाता है। ये ववशेषताएँ जेड 

मोबिलिस को उच्च पैदावार पर र्ैर-देशी यौधर्कों के उत्पादन के लिए एक उत्कर ष्ट मेजिान 

प्रदान करती हैं, िशते क्रक देशी इथेनॉि मार्ग के माध्यम से प्रवाह को प्रर्ावी ढंर् से समाप्त 

क्रकया जा सके।  

हमने प्रमुख मार्ग जीन, एलसटोिैसटेट लसथेंज़ (एएिएसएस)/एलसटोहाइड्रॉससीएलसड लसथेंज़ 

(एएचएस1), एलसटोिैसटेट डडकािोजससिेज़ ( एएिएसडी), और आर,आर-2,3-ब्यूटेनडडयोि 

डडहाइड्रोजनेज (िीडीएचए), दो तटस्थ जीनों हिकाना में अलर्व्यजसत क्रकया. इस उपर्ेद ने कम 

पैदावार पर एसीटोइन और 2,3-िीडीओ का उत्पादन क्रकया, सयोंक्रक अधिकांश कािगन प्रवाह (७७ 

- ७८%) इथेनॉि उत्पादन की ओर ननदेलशत था। पैदावार में सुिार करने के लिए, हमने 

एसीटोइन/2,3-िीडीओ मार्ग जीन (एएचएस1, एएिएसडी, और िीडीएचए) को समवती रूप से 

अलर्व्यसत करते हुए एडीएच1 और एडीएच2 दोनों जीनों को हटाकर इथेनॉि मार्ग को िक्षित 

क्रकया। उपर्ेद ने नर्ण्य इथेनॉि उत्पादन (~ 0.८  ग्राम/िीटर तक) प्रदलशगत क्रकया, जो दशागता 

है क्रक एडीएच1 और एडीएच2 जीन के वविोपन ने इथेनॉि उत्पादन को काफी कम कर हदया। 

हािाँक्रक, यह उपर्ेद १0-१२ ग्राम/िीटर से अधिक ग्िूकोज का उपर्ोर् नहीं कर सका, और 

ग्िूकोज के उपयोर् के मामिे में जंर्िी-प्रकार के उपर्ेद की तुिना में एलसटोइन उपज में 
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केवि मामूिी वरद्धि हुई थी। ग्िूकोज की खपत में कमी ववषम जीन की कम र्नतववधि और 

इथेनॉि उत्पादन के बिना एनएडी (पी) + को पुनजीववत करने में उपर्ेद की अिमता के 

संयुसत प्रर्ाव के कारण थी। इन पररकल्पनाओं की जांच करने के लिए, एनएडी (पी)+ उत्पन्न 

करने के लिए िैसटोकोकस िैजसटस एनएडीएच ऑससीडेज (एनओएसस) और िैलसिस सिहटलिस 

से एक मजिूत एिएसएस जीन को 2,3-िीडीओ और एसीटोइन उत्पादन की ओर अधिक 

पाइरूवेट प्रवाह को पुनननगदेलशत करके उपर्ेद में और सुिार क्रकया र्या। पुनः संयोजक उपर्ेद 

ने 0.२७ ग्राम/ग्राम ग्िूकोज की उपज के साथ एसीटोइन का उत्पादन क्रकया, जो अधिकतम 

सैद्िांनतक उपज (एमटीवाई) के ५४.५% के अनुरूप है। हािाँक्रक, कािगन प्रवाह का केवि ५0-

६५% एसीटोइन, 2,3-िीडीओ और जग्िसरॉि के समग्र उत्पादन की ओर मोडा र्या था, जो 

अन्य चयापचयों के संचय का संकेत देता है।  

हमने पैदावार में सुिार के लिए एसीटोइन और 2,3-िीडीओ उत्पादन के लिए अलर्यंत क्रकए 

र्ए उपर्ेद में पीडीसी जीन को हटा हदया। हटाए र्ए पीडीसी जीन वािे 

Zm_ΔA1ΔA2ΔP_HS1DXS उपर्ेद ने क्रकसी र्ी ववकास की जस्थनत में इथेनॉि का उत्पादन 

नहीं क्रकया। वातापेिी जस्थनत के तहत, उपर्ेद ने 0.३८ ग्राम/ग्राम ग्िूकोज की एसीटोइन उपज 

हालसि की, जो एमटीवाई के ७६% के िरािर है। ववकास जस्थनतयों को और अधिक अनुकूलित 

करने के लिए Zm_ΔA1ΔA2ΔP_HS1DXS उपर्ेद को एक ररएसटर में ववलर्न्न घुलित 

ऑससीजन (डीओ) स्तरों के तहत ववकलसत क्रकया र्या था। ३०-३५% डीओ के तहत, उपर्ेद 

ने १२८ ग्राम/िीटर ग्िूकोज से ३९.0९ ग्राम/िीटर एसीटोइन और ७.८६ ग्राम/िीटर 2,3-िीडीओ 

का उत्पादन क्रकया। १०% से कम डीओ स्तर पर, उपर्ेद ने ३० ग्राम/िीटर ग्िूकोज से  ११.२२ 

ग्राम/िीटर 2,3-िीडीओ का उत्पादन क्रकया, जजससे एमटीवाई के ७५% के करीि उपज प्राप्त 

हुई। इस अध्ययन न ेउच्च पैदावार पर एसीटोइन और 2,3-िीडीओ दोनों का उत्पादन करने के 

लिए एक एकि संयोजक उपर्ेद की िमता का प्रदशगन क्रकया, जजसमें उत्पादन रूपरेखा ववकास 

जस्थनतयों के आिार पर लर्न्न होती है। इस उपर्दे ने िायोररएसटर में मजिूत वरद्धि प्रदलशगत 
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की और उच्च ग्िूकोज सांद्रता का उपर्ोर् करने की िमता प्रदलशगत की। 

Zm_ΔA1ΔA2ΔP_HS1DXS उपर्ेद को bdhA जीन को हटाकर एसीटोइन उपज िढाने के 

लिए और अधिक इंजीननयर क्रकया र्या था Zm_ΔA1ΔA2ΔP_KS1DXS उपर्ेद (bdhA 

वविोपन के साथ) ने 0. ४४ g/g (MTY का ७८%) की उपज के साथ एसीटोइन का उत्पादन 

क्रकया। शेक फ्िास्क में उपर्ेद ८0 ग्राम/िीटर तक ग्िूकोज की खपत करता है। 

ज़ेड मोबिलिस को इथेनॉि से वेलिन की ओर कािगन प्रवाह को पुनननगदेलशत करके वेलिन या 

वेलिन मार्ग मध्यवती का उत्पादन करने के लिए इंजीननयर क्रकया र्या था। वेलिन मार्ग जीन 

को एडीएच1 और एडीएच2 जीन के स्थान पर एकीकर त क्रकया र्या था। हमने पाइरूवेट को 

एलसटोिैसटेट में िदिने के लिए उत्प्रेररत करने के लिए िी. सिहटलिस एएिएसएस जीन का 

चयन क्रकया, जो वेलिन उत्पादन की हदशा में पहिा कदम है। अर्िे दो चरणों के लिए, हमने 

देशी केटोि-एलसड ररडसटोइसोमेरेज़ (आईएिवीसी) और डायहाइड्रॉससी-एलसड डीहाइड्रटेैज़ 

(आईएिवीडी) जीन को एक मजिूत पीपीडीसी आर्े िढनेवािा के ननयतं्रण में रखकर ऊपर 

अलर्व्यसत करना चुना। िी. सिहटलिस एनएडीएच-ववलशष्ट एि-ल्यूसीन डडहाइड्रोजनेज (िीसीडी) 

को अंनतम ररडजसटव चरण को उत्प्रेररत करने के लिए चुना र्या था। पुनः संयोजक उपर्ेद ने 

वेलिन का उत्पादन नहीं क्रकया, संर्वतः देशी आईएिवीसी और आईएिवीडी क्रकण्वन की वेलिन 

संश्िेषण की ओर प्रवाह को नीचे की ओर खींचने में असमथगता के कारण। इस पर कािू पाने 

के लिए, एक और उपर्ेद का ननमागण क्रकया र्या जजसमें अनतररसत ई. कोिी आईएिवीसी जीन 

शालमि था। क्रफर र्ी, वेलिन उत्पादन का अर्ी र्ी पता नहीं चिा है। 

इस अध्ययन में, रेडॉसस पुनजगनन के लिए वैकजल्पक मार्ग शुरू करके पूणग इथेनॉि उन्मूिन 

के साथ एक जेड मोबिलिस उपर्ेद िनाया र्या था। इस कायग से पता चिा क्रक पीडीसी जीन 

जेड मोबिलिस में आवश्यक नहीं है और यहद रेडॉसस समकि पुनजगनन के लिए एक वैकजल्पक 

मार्ग प्रदान क्रकया जाता है तो इसे हटाया जा सकता है (इस अध्ययन में एनओएसस)। ज़ेड 
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मोबिलिस को इथेनॉि से िक्ष्य उत्पादों तक कािगन प्रवाह को पूरी तरह स ेपुनननगदेलशत करके 

उच्च पैदावार पर एसीटोइन और 2,3-िीडीओ का उत्पादन करने के लिए इंजीननयर क्रकया र्या 

था। 
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