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ABSTRACT 

Malic acid has a wide variety of applications in different industries and its demand has 

been increasing over the years. At present, malic acid is mainly produced by chemical methods 

which lead to various environmental sustainability concerns. Since it is naturally synthesized 

in the cell via TCA pathway, microorganisms offer an eco-friendly and cost-effective 

alternative for malic acid production. Additional advantages of microbial production include 

synthesis of pure L-form of malic acid. Several studies have been conducted earlier in different 

organisms. This study was an attempt to produce malic acid by genome engineering in 

Zymomonas mobilis.  

 The pyruvate decarboxylase enzyme, which constitutes significantly high amount of 

total protein in Z. mobilis and thus responsible for high production of ethanol, was selected for 

deletion to divert the flux towards malic acid. The replication and stability of pBBR1 and RK2 

replicon was established in Z. mobilis. Recombineering was used and the pdc gene was 

replaced in the genome by a kanR cassette by homologous recombination in the presence of a 

pSIM plasmid containing pBBR1 replicon and lambda red genes. The deletion of pdc gene was 

confirmed by PCR using region specific and gene specific primers and Southern blotting and 

hybridization. As a result of pdc gene deletion, malic acid production increased compared to 

that in wild type strain and more than 50% of theoretical yield was obtained. But the deletion 

resulted into disturbed redox balance due to which growth was hampered. The ∆pdc mutant 

cells were also found to be shrunken.  

 As an alternative strategy, gene encoding malic enzyme from Escherichia coli (Ecmae) 

was expressed in Z. mobilis under different promoters. To select the appropriate promoters, 

genome-wide analysis of promoters was conducted and -10 and -35 box consensus sequences 

of Z. mobilis promoters were predicted. The Pchap, Ppap and Ppdc promoters from Z. mobilis 

were selected. The strengths of these promoters were determined and compared with Ptac 
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promoter in E. coli by cloning gfpuv gene downstream to them. The expression of gfpuv was 

studied with respect to growth at different pH and temperatures. Based on the results, Pchap 

and Ppdc promoters from Z. mobilis, and Ptac promoter from E. coli were used to express 

Ecmae gene in Z. mobilis to increase malic acid production. The mae+ recombinants were 

obtained by recombineering-based genomic integration of Pchap-mae, Ptac-mae and Ppdc-

mae sequences. Maximum malic acid yield was obtained in Ppdc-mae recombinant, followed 

by Ptac-mae and Pchap-mae recombinants. In Ppdc-mae recombinant, the yield of malic acid 

obtained in shake flask was ~31% of theoretical, while ~37% of theoretical yield was obtained 

in a batch fermenter, which were much higher than that in the wild type strain. This is the first 

report demonstrating the use of lambda red genes based recombineering for deletion as well as 

integration of genes in Z. mobilis. The methodology developed and the mutants of Z. mobilis 

constructed in the present study can be used for several other metabolic engineering 

applications. 
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सार 

मैिलक अम्ल के िविभन्न उद्योगों में अनेक प्रकार के अनुप्रयोग हैं और इसकी मांग वषोर्ं से बढ़ रही ह।ै 

वतर्मान में, मैिलक अम्ल मुख्य रूप स ेरासायिनक िविधयों द्वारा िनिमर् त होता ह ैजो िविभन्न पयार्वरणीय िस्थरता 

संबंधी िचंताओ ंको जन्म देता ह।ै चूंिक यह स्वाभािवक रूप से टीसीए मागर् के माध्यम से कोिशका में संश्लेिषत 

होता ह,ै सूक्ष्मजीव मैिलक अम्ल उत्पादन के िलए एक पयार्वरण के अनुकूल और लागत-प्रभावी िवकल्प प्रदान 

करत ेहैं। सूक्ष्मजीवों द्वारा उत्पादन के अितिरक्त लाभों में मैिलक अम्ल के शुद्ध एल-रूप का संश्लेषण शािमल 

ह।ै इसस ेपहल ेिविभन्न जीवों में कई अध्ययन िकए जा चुके हैं। यह अध्ययन ज़ाइमोमोनास मोिबिलस में जीनोम 

इंजीिनयिरंग द्वारा मैिलक अम्ल का उत्पादन करन ेका एक प्रयास था।  

पाइरूवेट िडकाबोर्िक्सलेज एंज़ाइम, जो ज़ा. मोिबिलस में कुल प्रोटीन की उच्च मात्रा का गठन करता ह ै

और इस प्रकार इथेनॉल के उच्च उत्पादन के िलए िजम्मेदार ह,ै को हटान ेके िलए चुना गया था तािक प्रवाह को 

मैिलक अम्ल की ओर मोड़ा जा सके। ज़ा. मोिबिलस में pBBR1 और RK2 प्रितकृित और िस्थरता स्थािपत की 

गई। पुनसर्ंयोजन का उपयोग िकया गया और pdc जीन को pBBR1 प्रितकृित और लैम्ब्डा रडे जीन युक्त pSIM 

प्लािस्मड की उपिस्थित में समजातीय पुनसर्ंयोजन द्वारा एक kanR कैसेट द्वारा जीनोम में िवस्थािपत कर िदया 

गया। पीसीआर द्वारा क्षेत्र िविशष्ट और जीन िविशष्ट प्राइमरों और सदनर् ब्लोिटंग और संकरण का उपयोग करके 

pdc जीन के िवलोपन की पुिष्ट की गई। pdc जीन िवलोपन के पिरणामस्वरूप, प्रकृितकृत प्रकार के रूप की 

तुलना में मैिलक अम्ल उत्पादन में वृिद्ध हुई और 50% से अिधक सैद्धांितक उपज प्राप्त हुई। लेिकन िवलोपन के 

पिरणामस्वरूप रडेॉक्स संतुलन गड़बड़ा गया िजसके कारण िवकास बािधत हुआ। pdc उत्पिरवतीर् कोिशकाएँ भी 

िसकुड़ी हुई पाई गईं।  
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एक वैकिल्पक रणनीित के रूप में, एस्चेिरिचया कोलाई  स ेमेिलक एंज़ाइम बनान ेवाल ेजीन (Ecmae) 

को िविभन्न प्रमोटरों के तहत ज़ा. मोिबिलस में व्यक्त िकया गया। उपयुक्त प्रमोटरों का चयन करन ेके िलए, 

प्रमोटरों का जीनोम-वाइड िवश्लेषण िकया गया और ज़ा. मोिबिलस प्रमोटरों के -10 और -35 बॉक्स सवर्सम्मित 

अनुक्रमों की अनुमान लगाया गया। ज़ा. मोिबिलस स ेPchap, Ppap और Ppdc प्रमोटरों का चयन िकया गया। 

इन प्रमोटरों का सामथ्यर् िनधार्िरत िकया गया और ई. कोलाई में Ptac प्रमोटर के साथ gfpuv जीन के तहत 

क्लोिनंग करके उनकी तुलना की गई। िविभन्न pH और तापमान पर वृिद्ध के साथ gfpuv की अिभव्यिक्त का 

अध्ययन िकया गया। पिरणामों के आधार पर, ज़ा. मोिबिलस के Pchap और Ppdc प्रमोटरों, और ई. कोलाई 

के Ptac प्रमोटर का उपयोग ज़ा. मोिबिलस में Ecmae जीन को व्यक्त करके मैिलक अम्ल उत्पादन बढ़ान ेके 

िलए िकया गया। mae+ पुनः संयोजक Pchap-mae, Ptac-mae और Ppdc-mae अनुक्रमों के पुनसर्ंयोजन-

आधािरत जीनोिमक एकीकरण द्वारा प्राप्त िकए गए। Ppdc-mae पुनः संयोजक में अिधकतम मैिलक अम्ल 

उपज प्राप्त की गई, इसके बाद Ptac-mae और Pchap-mae पुनः संयोजक थे। Ppdc-mae पुनः संयोजक में, 

शेक फ्लास्क में प्राप्त मैिलक अम्ल की उपज ~31% सैद्धांितक थी, जबिक एक बैच िकण्वक में ~37% सैद्धांितक 

उपज प्राप्त की गई, जो िक प्रकृितकृत प्रकार के रूप की तुलना में बहुत अिधक थी। यह पहली िरपोटर् ह ैिजसमें 

ज़ा. मोिबिलस में िवलोपन के साथ-साथ जीन के एकीकरण के िलए लैम्ब्डा रडे जीन आधािरत पुनसर्ंयोजन के 

उपयोग को प्रदिशर् त िकया गया ह।ै िवकिसत की गई कायर्प्रणाली और वतर्मान अध्ययन में िनिमर् त ज़ा. मोिबिलस 

के उत्पिरवतीर् का उपयोग कई अन्य चयापचय अिभयांित्रकी अनुप्रयोगों के िलए िकया जा सकता ह।ै 
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4.25 (a) The circular genome map of Ppdc-mae recombinant showing 

the adjacent genes to the integration site. The Promoter-mae-
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