O O350

A7

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Desarrollo de una cepa etanologénica a partir de
Bacillus subtilis

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS

PRESENTA
QFB Aida SusanalRomero Garcia

Cuernavaca, Mor. Noviembre 2003

TR CON

f K :“IT;A‘ nnY
SN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Sertagroe ?o_muo 6'0:’6}’(1 Aida
e _..S'LJ.SOV’CL

o Novaemb e 14, 2003

El presente trabajo se realizé bajo la asesoria del Dr,
Alfredo Martinez Jiménez cn el Departamento de Ingenieria
Celular y Biocatilisis del Instituto de Bioteenologia de la

Universidad Nacional Autéonoma de México.

Para la realizacion del mismo se conto con el fihan‘cizlmi,cnto
del Consejo Nacional de Ciencia y Teenologin (CONACyYT) a
través del proyecto Z-003. '

T T

f

!

£ v ————




JURADO ASIGNADO.

Presidente Dr. AGUSTIN LOPEZ-MUNGUIA CANALES
‘Sceretario: Dr ALFREDO MARTINEZ JIMENEZ

Voeal Dra. PAULINA BALBAS DIEZ BARROSO
Suplente  Dr. ENRIQUE MERINO PEREZ

Suplente  Dr. MARIO SOBERON CHAVEZ

[ ——
My

’ PRI P

a
-

i

§

L

o M




iNDICE:
INDICE DE TABLAS L

INDICE DE FIGURAS

ABREVIATURAS..
RESUMEN...

INTRODUCCION ...

Desarrollo Sustentable

Desarrollo Energético Sustentable: Problemitic
Alternativas Sustentables para la Utilizac

Etanol como Combustible Alterno: Consul y 1es Ftolog,lc.ls

f NN

Etanol como Combustible Alterno: Melé; 0 l?otcn

Sistemas Actuales de Produccion de Ll.lnol

lcn Mcuco S

or Fcl mentucmn

Ingenieria de Vias Metabdlicas

ANTECEDENTES .......

Residuos Agroindustriales

Composicion ¢ Hidrolisis de la Cclulnm .

Composicion ¢ Hidrélisis dela Ilcmlcdulos.l

Limitaciones de los Micr 00|g,nmsmos Et.\nolog,unuos Sl estres
Estrategias Biotecnologicas p.u.l la C()nvculon de I?nonms.\ ¢n Etanol

JUSTIFICACION ........

HIPOTESIS. N

OBJETIVO GENERAL

OBJETIVOS PARTICULARES

MATERIALES Y METODOS..

RESULTADOS Y DISCUSION......
CONCLUSIONES .........orvvunuvrenne

PERSPECTIVAS...couuerrreiinrevnnnnas

APENDICE A. Ensayo Enzimdtico de PDC

APENDICE B. Ensayo Enzimitico de ADH::.....

APENDICE C. Ensayo para Producir Etanol it
REFERENCIAS e

TR AN

R

N LA W N



(NS

iNDICE DE TABLAS

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizados u obtenidas en este (rabajo. ....cc.iiveiernmenrerivrmnsarioeeeees 28

Tabla 2. Vectores utilizados o construidos en este trabajo....ceriimeiesionisinesivonnisirsseing 29

Tabla 3. Olignonucledtidos utilizados. .......ccevveereiennn Cerner e s et ere s enretarsssesesteass 30

Tabla 4. Actividades de B-galactosidasa. ... e i 39

Tabla 5. Evaluacién de actividades de PDCyADllB y|)i;)dllccxoll'de cl'\nol er 0 colz—

sesessreresiiiaitiraeitatiieas terrcaseeraaes 1 tereeeteateitertrreatterttvatansetinerts “eee

Tabla 8. Estandarizacion del ensayo para producir etanol in vitro.......civiiivns ./ Seriiesrisiveens 5]

Tabla 9. Evaluacion de la produccién de etanol in vitro de B, subtilis SR2 52

Tabla 10. Efecto de la glucosa sobre las actividades de PCD y ADH-en B Sub/ili.s-. cepas SR1'y
SR w.ovvvvvvvvvevsssse s ssssesssssssssssssssss s s ossssses et e ese b v 53

LRI A ﬁm‘i\i

L



lNl)lCE DEF FIGURAS

i lgtua 1 Composucmn g,enenca de residuos agroindustriales (biomasa o lu,nocelulosa) y dc la....
12

ﬁaccnon hcmlcelulosnca de baga/o de caila de aziicar (BCA). .ooovvvininniiiniininnnis

Figura 2 2 Metabolismo de glucosa y xilosa en E. coli B, y su desviacidn hacia la produccnon de_,: .

eLanol. i it e ee e e s sraestsseee s seraes T vesrresanens R ',,,

Figura 3. Metabolismo de glucosa y xilosa en B. subtilis, y la

Ctanol .o Persre et R e
Figura 4. Representacion del PCR recursivo. .oeeionininna ST , .....
Figura 5. Representacion del Prind P2, ...oivveciivvnnnnens rres .......
Figura 6. Representacion esquemdtica del vector pSG-PLK................, ...... B SRS 10
Figura 7. Vector pSG-Prirad......ccveevinnenne. ..... R RO e
Figura 8. Secuenciacion de la fusion de Prrnd a Ich 37

Figura 9. Disciio del operén etanologénico que posee sefiales de regulacion que reconoce B.

subtilis, y los genes pdc y adhB de Z. mobilis. ................. B SO o NSO 40
Figura 10. Vector pUC-apiEugaca 42
Figura 11. Vector pTOPO-pdc-adh-lerm.................’.....‘;....‘.......b..‘.._..‘;.;.‘.’..» ..... ......... vereennrens 42
Figura 12. Vector pUC-0PEroN. ..uvcvirisiviiionsinnrinins ...... O e 43

Figura 13. Construccion del vector pSG- Bl’AL" e

Figura 14. Vector pSG-operén. ..

Figura 15. Electroforesis en gel de pdlidcriléﬁliﬁdh. ...... ........ et seeee s 47




ABREVIATURAS -

ADHB
BCA

kD

PDC
PLK
Papriugaca
Prrnd
RBS
SSF
TP
Teryllid

- Alcohol deshidrogenasa B.

- Bagazo de caiia de azlcar

Kilodaltones -

Piruvato descarboxilasa

Sitio maltiple de clonacién (del inglés polilinker) ™

Promotor moadificado del gen aprk
Promotor del gen ribosomal rrnd

Sitio de unioén a ribosoma

Sacarificacion y fermentacion simultanea
Tiaminpirofosfato o cocarboxilasa

Terminador de la transcripeion del gen crylll4




W

RESUMEN = -

te uabajo fue integrar en el genoma de Bacillus subtilis los gencs quc"’f ;

El objetivo dél’"ﬁ

c0d1ﬁ0'1n pala las enamas plruvalo carboxilasa (PDC) y alcohol dcshldlo&,enasq (ADIIB) dc'

Zymomonas mobzl:s pala quc con su expresion B. subtilis pueda producir etanol.

En unapx]mexaelapa, srérpléhlértjﬁ la posrirl)ilidad' de emplear un promotor de gel;éé rl;ibbsrbn{a'lers de
B. subtilis (PI"rnA P2), para promover la transcripcion de los genes pdc y adhB de Z. mobilis. Por
este motivo se construyd, clond y caracterizo al promotor rnd P2, utilizando como gen reportero
a lacZ, gen que codifica para la enzima P-galactosidasa,. La construccién se analizé bajo dos
fondos genéticos: como plasmido multicopia en E. coli (cepas X1 1-blue y JIM101), e integrado en
el genoma de B. subtilis. Se encontrd que en las cepas derivadas de £. coli, el Prrnd P2 funciona
como un promotor constitutivo, pero de fucrza baja. Al ser ililegi'ado en una copia en el genoma

de B. subtilis no sc observo actividad de f3-galactosidasa.

Con base a estos resultados, se decidio sustituir el Prrnd P2 por el PaprEitgaca, que es cl
promotor modificado del gen aprk, mismo que codifica para la subtilisina. Esta enzima sc
expresa fuertemente en la fase estacionaria de B. swbtilis. El PaprEttgaca cuenta con una

caracterizacion bien detallada, ademds tiene una expresion fuerte,

El diseio del operdn incluyd a los siguientes elementos en fila: promotor modificado del gen
apris de B. subtilis, sitio de union a ribosoma (RBS), gen pde, otro RBS, gen adh3 (ambos genes
de Z. mobilis) y, al final se incluyo al terminador de la transcripcion del gen cryllid de Bacillus

thuringiensis (Teryllid).

La construccion del operdn se llevé a cabo mediante la amplificacién por PCR de cada uno de sus
clementos. Después ayudados por los sitios de restriccion que enmarcaban a cada elemento, se
construyd el operon: PaprEttgaca-pede-adhB-term, sumando cada uno de éstos en pUCI19, dando
lugar a la clona pUC-PaprEugaca-pde-adhB-term  (pUC-operén). Finalmente, el operén
ctanologénico se corto y ligo al vector pSG-BFAE (plasmido integrativo para B. subtilis),

obteniendo el vector pSG-operon. Se llevd a cabo la integracion de este vector en el cromosoma




de . B.-subtilis, en dos diferentes fondos genéticos: cepa-con mutacion en el regulador negativo

_Hpr del ])lOITlOlOI dc 'ﬂla subtilisina (BB>8'7 rAnprE' liisA' hpr2); y cepa con inle’rrupciones-:

supxcsxoncs en las 7 pl‘Ote'lS'lS mayoritarias (CI]I AnpiE Aap/E Acp/, Abpfy Ampr..: ble

Anp; 13 ‘bsr, Awa e y protétrofa, CmP::Nm®),

Se evaluaron-las-actividades enzimaticas de-PDC-y-ADHB-en las cepas derivadas de £-coli y de
B. subiilis, corroborando que el operén construido era funcional. Concomitantemente, las cepas
recombinantes fueron capaces de producir etanol in vivo, Las cepas recombinantes derivadas de

B. subtilis (BB82 Hpr- y CHI Nm®) produjeron alrededor de 1 g/l de ctanol.

Es importante sefialar que este trabajo demuestra, por primera vez, que puede oblenerse una cepa
productora de etanol derivada de B. subtilis, ademds sienta las bases para que se lleven a cabo
estudios conducentes a mejorar las cepas etanologénicas derivadas de B. subtilis, y realizar

estudios de fermentacion con las mismas.

IEs deseable que un solo microorganismo hidrolice celulosa, metabolice una amplia variedad de
azucares, incluyendo hexosas (p. ¢j. glucosa y manosa), disacéridos (principalmente cclobiosa y
sacarosa) y pentosas (a decir xilosa y arabinosa), y que ademas utilice estas fuentes de carbono
para producir ctanol. B. subtilis puede utilizar alrededor de 18 diferentes mono y disacaridos
como fuente de carbono, ademds posece un eficiente sistema de secrecion de protecinas que podria
ser utilizado para secretar proteinas heterdlogas que degradaran a la celulosa. De manera tal que
en la cepa productora de etanol derivada B. subtilis se podrian conjuntar ambas caracteristicas: la

degradacion de celulosa y la produccion de ctanol.




INTRODUCCION

Desarrollo Sustentable
Por 15 aiios, la nocion de desarrollo sustentable ha exhibido una invocacién politica, pero ha sido

dificil de definir. Muchas definiciones incluyen aspectos concernientes al desarrollo, la equidad y
la preservacion del ambiente. En Conferencias Mundiales se ha manifestado la urgencia-de un
futuro estable para la poblacién mundial, involucrando la reduccién de la hambruna y la pobreza,
promoviendo la educacion y preservando los ecosistemas del planeta, reduciendo las emisiones
contaminantes y usando escrupulosamente el agua dulce (Parris y Kates, 2003). El desarrollo
sustentable creado por una conciencia ambiental responde a la preservacion de los sistemas que
soportan la vida en la tierra y las fuentes de vida (Parris y Kates, 2003).

En el caso particular de las tecnologias cnergéticas sustentables, se plantea la obtencion de
energia a partir de recursos renovables. Son teenologias que aprovechan materiales (diferentes a
combustibles fosiles. tales como el petrdleo. el carbon o el gas natural) para obtener diferentes
formas de energia. Asi por ejemplo, por medio de estas tecnologias energéticas sustentables
puede generarse cnergia eléctrica por medio de tecnologias geotérmicas, hidroelécetricas, edlicas,
o bien mediante el uso de hidrégeno. El gas natural se puede sustituir por metano producido por
bacterias metanologénicas a través de la bioconversion de la basura y desechos organicos. El caso
especifico de la gasolina es particularmente interesante. En las siguientes secciones se discutird en

breve su panorama cn nuestro pais y las alternativas tecnologicas sustentables.

Desarrollo Energético Sustentable: Problematica Petrolera

El actual desarrollo econdmico mundial estd cimentado, en gran medida, en el comercio del
petrdleo. Para la cconomia mexicana, la exportacion de petrdleo representa una de las fuentes de
mayor ingreso, su exportacion aunada a las ventas nacionales en términos de porcentaje
representa el 32% de los ingresos del gobierno federal. Sin embargo, cl petréleo es un recurso
natural no renovable y en nuestro pais se prevé su agotamiento en el primer cuarto del presente
siglo (PEMEX. 1999). Lo anterior plantea problemas tanto econdémicos como energéticos, debido
a que México satisface su demanda energética principalmente a partir del petréleo y en menor

proporcion por el carbon mineral, el gas natural y la energia hidroeléctrica. Lo anteriormente
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expueslb plantea la necesidad del desarrollo -e: implementacién de-un plan éstratégico, para
mantener las reservas de petréleo y gas natural por un periodo mayor aﬂl: estimado, logicamente
basado en una transicién desde su actual dependencia de los hidrocarburos, hacia combinaciones
energéticas mas diversiﬁcédas. Esta transicion debera realizarse de forma gradual y ordenada, y
requiere el aprovechamiento de diferentes fuentes de encrgia, prestando particular atencion a los
recursos renovables.

El sistema de transporte utiliza principalmente gasolina y en menor proporcion diesel y gas LP.
Aproximadamente 14% del petrdleo crudo extraido se emplea en la produccion de gasolina por
PEMEX; el crecimiento anual de consumo de gasolina fue del 2.5% para el periodo 1996-2000, y
al parccer se mantendra esta tasa de erecimiento durante los préximos 10 o 15 afios, estimindose
para ¢l 2020 un incremento en el consumo de este combustible de aproximadamente ¢l 47%
respecto al consumo actual. Para México, esta cifra es alarmante no sélo por la demanda
energética que plantea. sino por el capital que debera invertirse para su importacion, debido a que
México importa un porcentaje considerable de cste combustible desde 1988, Este panorama
denota una de las ramas energéticas en las que nuestro pais debe fortalecer por medio de

tecnologias sustentables.

Alternativas Sustentables para la Utilizacion de Combustibles Alternos a la Gasolina
No obstante el amplio desarrollo tecnoldgico actual, no son muchas las alternativas disponibles

para sustituir la gasolina y gas natural, como una forma portatil y concentrada de energia para
automotores. Entre otras opciones destacan el almacenamiento de energia eléctrica en baterias, la
generacion de energia eléetrica mediante celdas de combustible de hidrogeno, la combustion de
metano. metanol. bio-diesel. o ctanol producido mediante tecnologias sustentables y biologicas.

El uso de baterias todavia es limitado, dado que el tamafio o la capacidad dc las baterias
requeridas para obtener el kilometraje equivalente proporcionado por un tanque de gasolina es
cnorme. 0 bien se requieren recargas con demasiada frecuencia. En el caso de las celdas de
combustible de hidrogeno. la limitante principal es su almacenamiento y equivalente encrgético.
Ll metanol es muy téxico, su contenido energético es inicamente del 45% respecto a la gasolina y
s¢ produce por destilacion de la madera con un elevado consumo de energia a temperaturas de
350"C. El metano tiene un equivalente energético de 1/3 con respecto al butano o gas natural,

requiriendo de tanques de almacenamiento tres veces mayores a los usados actualmente en los
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automotores. El bio-diesel es manufacturado a partir de aceilés, principalmente vegetales, trans- »
esterificados en la presencia de metanol o etanol, tiene practicamente el Vnﬁsmo valor energético
que el diesel, pero su uso préctico depende de la disponibilidad de aceite vegetal y metanol.

El etanol es liquido a presién y temperatura ambiente, de tal- manera que es ficilmente
almacenado y transportado, su contenido energético es aproximadamente 2/3 con respecto a la
gasolina o diesel y, para su uso en automoviles no-se:requiere de tanques especiales para
almacenarlo. Adicionalmente, los motores de combustion interna que utilizan gasolina, pueden
emplear como energético, meczclas de gasolina comeniehdo hasta 20% de ectanol. Para
concentraciones de clanol mayores al 80%, los costos de produccion de automotores son

equivalentes a los producidos actualmente,

Etanol como Combustible Alterno: Consideraciones Ecolégicas

EEl uso de etanol como combustible alterno ofrece las siguientes ventajas (Louwrier, 1998; Ingram
er al.. 1999): a) tiene mayor octanaje que la gasolina, es biodegradable y por ende resulta menos
loxico en caso de derrames o evaporaciones: b) en mezclas gasolina-ctanol, sustituye cl uso de
oxigenantes; ¢) a diferencia del éter-metil-terbutilico (MTBE por sus siglas en inglés: methy!
terbutyl ether), el etanol no es cancerigeno: d) contiene mas oxigeno que los combustibles
derivados del petréleo, por lo que las emisiones de monoéxido de carbono se reducen hasta en un
30% como resultado de una combustion mds completa; y e) de manera relevante, se puede
producir a partir de material bioldgico renovable, por lo cual se disminuye considerablemente la
cantidad de CO; presente en la atmosfera, haciendo sustentable a la industria de los combustibles.
EZs pertinente sefialar que una desventaja del etanol, consecuencia de su contenido de oxigeno, cs
que en mezclas con gasolina ocasiona la produccion de oxidos de nitrdgeno. A pesar de ello, la
produccién de etanol por fermentaciéon permitiria satisfacer en gran medida las necesidades
energdticas del presente o futuro cercano, sin comprometer la capacidad de generaciones futuras
para satisfacer sus propias necesidades energéticas; ademds ocasionaria un efecto ambiental
adverso mucho menor que el provocado por el uso de los combustibles fosiles. La produccién de
combustibles alternos con tecnologias que respeten el equilibrio de los ecosistemas, y que sean
sostenibles por el uso de recursos naturales renovables, constituye una garantia mundial. Hacia
estd meta s¢ encaminan procesos biotecnolégicos, como aquellos que utilizan el metabolismo

fermentativo  ctanologénico de algunos microorganismos silvestres (como  Succharomyces
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cerevisiae 'y Zymomonas mobilis) para obtener etanol utilizando como-materia-prima, materiales
bioldgicos que son capaces de metabolizar de forma natural; dentro de-estos se: encuentran

aztcares como la sacarosa y la glucosa,

Etanol como Combustible Alterno: Mercado Potencial en México
El mercado potencial para el etanol, tan s6lo como complemento en la gasolina para sustituir el

MTBE, rebasa los millones de litros al dia. Actualmente en nuestro pais se consumen alrededor
de 105 millones de litros de gasolina por dia (PEMEX, 1999), lo cual representa, en términos de
precio de venta considerando 7 pesos por litro de gasolina, un mercado de 735 millones de pesos
por dia. Si sc considera la probable sustitucion de MTBE por mezclas de gasolina con etanol al
10% (V/V), se requeriria de una produccion de 10.5 millones de litros diarios de etanol para
satisfacer la demanda actual. Si para ello se empleara solo azucar, asumiendo un rendimiento de
conversion del 90% respecto al tedrico (0.51 geranor/gazucar ¥y una densidad del etanol de 0.79
ke/), se requeririan de 14.6 mil toneladas diarias o el equivalente a 5.3 millones de toneladas por
ailo de sacarosa. La produccion total actual de aziicar en nuestro pais se encuentra por debajo de

esta demanda (Quintero, 2000).

Sistemas Actuales de Produccién de Etanol por Fermentacion
Desde hace mas de tres décadas, sc ha demostrado la factibilidad tecnologica y prictica de

emplear etanol producido a partir de azucar de cafia o de almidon de maiz, como combustible
para automoviles. En la actualidad millones de autos circulan empleando ctanol o mezclas de
gasolina-ctanol en Brasil, los EUA, Canada y otros paises. Sin embargo, cstos procesos tienen dos
grandes limitaciones: la incapacidad fisioldgica de los microorganismos emplcados en Ia
fermentacién alcohdlica para utilizar otros sustratos mds baratos y complejos. tales como los
presentes en la lignocelulosa; y la competencia por los mismos sustratos, dado que la sacarosa, la
glucosa y cl jarabe de maiz son utilizados en la claboracion de alimentos. Cabe aclarar que para
M¢xico ni sacarosa. la glucosa o el jarabe de maiz ¢s una alternativa viable.

Los residuos de la industria azucarcra, y potencialmente cualquier residuo agroindustrial, son
sustratos mds ccondmicos pero mis complejos que la sacarosa, y pueden utilizarse para producir
ctanol. Desde ¢l punto de vista econdomico se requiere que el residuo agroindustrial se encuentre
concentrado en ciertas localidades, y cuyo transporte sea minimo. Al parecer, el unico sustrato

que cumple este requisito en nuestro pais es el bagazo de cafia de azicar (BCA) (Martinez ef al.,
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2002) y entre otras aliernativas en distintas pa’rteé del mundo (Wooley et-al.,-1999). En promedio
el BCA mexicano contiene 28% de hemicelulosa y 42% de cclulosa. Asumiendo eficiencias de
conversion de 0.95 para la transformacion de hemicelulosa y celulosa en aziicares fermentables
(rendimiento de conversién de 0.51 ggranor/gazucar ¥ una densidad del-etanol de 0.79 kg/L), sc
podrian obtener mas de 7 millones de litros de etanol por dia utilizando la produccién total de
BCA de 1998. Este andlisis muestra que el BCA es suficiente. para satisfacer. la. demanda antes

calculada para complementar la gasolina con 10% de etanol.

Ingenieria de Vias Metabédlicas

Ahora bien, no se ha encontrado un microorganismo capaz de metabolizar BCA para producir
ctanol. Existen bacterias que tienen la capacidad natural de degradar celulosa, otras pueden
metabolizar algunas hexosas y pentosas, dando como productos de fermentacion mezclas de
dcidos orgdnicos; otras pueden producir ctanol casi exclusivamente como producto de su
fermentacién pero metabolizando un rango limitado de aziicares. En este sentido, la Ingenieria de
Vias Metabdlicas proporciona una alternativa de abordaje a este problema.

Varios autores han tratado de proporcionar una definicion de Ingenieria de Vias Metabdlicas. La
mayoria coincide en que se enfoca a la modificacion de una o varias reacciones bioquimicas, en
la red metabdlica de un organismo, utilizando la tecnologia de DNA recombinante para alterar cl
flujo metabdlico hacia un objetivo especifico. Se entiende por moaodificacion como la
diversificacion. en la red metabdlica del organismo, de funciones enzimaticas, transporte o
regulacion. Ll ohjetivo que se persigue la mayoria de las veces se dirige al mejoramiento de
actividades enzimadticas: y por ende. al aumento de rendimiento y productividad de un metabolito
o producto. Asi mismo. la Ingenicria de Vias Metabolicas debe involucrar un diseiio con cierto
grado de prediceion (Stephanopoulos. 1999; Bailey. 1991),

Apoyindose en la Ingenieria de Vias Metabdlicas se pueden seguir dos estrategias: modificar las
vias metabolicas de los microorganismos silvestres ctanologénicos para tener la capacidad de
asimilar y metabolizar de manera integral pentosas y hexosas; o bien, convertir en
microorganismos productores de ctanol, a aquéllos que ticnen entre otras caracteristicas la

capacidad de utilizar pentosas y hexosas.




ANTECEDENTES

Residuos Agroindustriales , :
Actualmente, el acoplamiento de (ratamientos quimicos, enzimdticos: y de.- fermentacién ha

permitido desarrollar tecnologias para convertir en etanol, una ampl‘ia"variedad de residuos
agroindustriales, conocidos con el nombre genérico de-“biomasa”..Entre éstos se encuentran el
bagazo de caiia, la cascarilla del arroz, el rastrojo u olote de maiz, los pastos, los desechos de
madererias (viruta y aserrin), maderas suaves y duras, papel de desecho de oficinas, etc., los
cuales son transformados mediante procesos quimicos y enzimalicos, en azlcares Yy
posteriormente en etanol mediante procesos de fermentacion. La figura 1 muestra la constitucion
de la lignocelulosa, la cual estd compuesta de fibras de celulosa embebidas en una matriz
macromolecular de proteinas, pectina, lignina y hemicelulosa. Esta disposicién hace a la

lignocelulosa altamente heterogénea, razon por la cual no es simple, ni trivial su digestion.
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Figura 1. Composicion genérica de residuos agroindustriales (biomasa o lignocelulosa) y de la fraceién
hemicelulasica de bagazo de caita de azacar (BCA).

Composicion ¢ Hidrélisis de la Celulosa

La celulosa es un polisacdrido de plantas, tiene un papel estructural mas que nutricional y es el
compuesto organico mds abundante en la biosfera. El polimero estd constituido de résiduos de
glucosa unidos por enlaces -1,4. La configuracion le B permite formar cadenas muy largas y

fuertes. La celulosa requiere de una digestién intensa y, generalmente sc lleva a cabo en dos

i s e
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etapas. La primera de ellas se realiza en condiciones dcidas, y su efecto es-el de-hacer 'dispoznible'
al polimero para realizar de mancra eficiente la scgunda etapa con cclulasas,wqtrlrgjes lt"vl_czlg la 7
accién combinada de diferentes tipos de actividades enzimadticas: endoglucanaszis ,qt;e hidrolizan
enlaces B-1,4 del esqueleto lincal formado por glucosas, celobichidrolasas que liberan unidades
de disacdrido (celobiosa) desde los extremos, y PB-glucosidasas las cuales hidrolizan celobiosa y
productos solubles de cadena corta (5 residuos o menos) en glucosa monomérica. Después, la
glucosa puede ser fermentada y convertida a etanol en ¢l mismo bio-reactor con levaduras como
S. cerevisiae. Este proceso se conoce como sacarilicacion y fermentacion simultanea (SSF, por
sus siglas en inglés). En este proceso, el aspecto limitante es el cconémico y se debe
fundamentalmente al elevado costo de los complejos de celulasas que se emplean para realizar la

sacarificacion (Sheechan y Himmel, 1999; Wooley ¢f al., 1999).

Composicion ¢ Hidrélisis de la Hemicelulosa

La hemicelulosa es un polisacdrido no celuldsico de la pared celular de plantas. Las mas comunes
estan compuestas de polimero de xilosa junto con un z'\cidb urénico (dcido de azticar), radicales
acetilo, arabinosa (pentosa) y manosa (hexosa). La hemicelulosa no tiene relacién quimica con la
celulosa. La hemicelulosa frecuentemente rodea a las fibras de celulosa y aumenta su fuerza de
unidn y de tension (Katzen et a/., 1999).

ara despolimerizar a la hemicelulosa se prefiere la hidrélisis dcida con sulfirico diluido, a
presiones mayores de una atmésfera y temperaturas de 120 a 200°C, debido principalmente a su
bajo costo (Ingram er /.. 1998). La biomasa en particulas de tamaiio relativamente pequefio se
somete al proceso de hidrdlisis acida diluida, gencrando una fraccion sélida, mayoritariamente
compuesta de celulosa y lignina; y una liquida, que contiene un jarabe, producto de la

despolimerizacidn del xilano presente en la hemicelulosa.

Limitaciones de los Microorganismos Etanologénicos Silvestres

La mayoria de los microorganismos en la naturaleza utilizan glucosa para llevar a cabo sus
actividades metabolicas. Sin embargo, la variedad de microorganismos que utilizan pentosas y
hexosas. de manera secuencial, es restringida. Esta variedad es nula para microorganismos
silvestres que producen eficientemente etanol. Especificamente Zymomonas mobilis 'y
Saccharomyces cerevisiae son los microorganismos con mayor capacidad para metabolizar

azucares (principalmente glucosa, fructosa y sacarosa) en etanol. Sin embargo las cepas silvestres
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de estos microorganismos no metabolizan xilosa ni arabinosa (Zhang ef al., 1995; Ho er al.,

Zymomonas mobilis

7. mobilis es una bacteria Gram™ que se aislé a partir del pulque, puede utilizarse para la
produccién de etanol, proceso en el que se han reportado velocidades de produccion varias veces
mayor que la de S. cerevisiae (Zhang er al., 1995). No obstante, sélo puede fermentar un rango
muy limitado de aztcares. Utiliza la via de Entner-Doudoroff preferencialmente sobre la
glicélisis. La via para la produccién de etanol, incluye la actividad de dos enzimas claves:
piruvato descarboxilasa y alcohol deshidrogenasa.

La piruvato descarboxilasa (PDC) cataliza la descarboxilacién no oxidativa de piruvato para
producir acetaldchido y diéxido de carbono, se ha observado que esta enzima tiene alta afinidad
por el piruvato (km=0.4mM), lo que hace que la etanologénesis sea muy cficiente (Ingram ef a/.,
1999). Su peso molecular es de 62.3 kD. Presenta una relativa estabilidad al calor ya que puede
soportar un tratamiento a 60°C, 30 min, después de la adicion de TPP y cloruro'de magnesio
ImM cada uno (Conway ef al., 1987a). k ' ’ ‘
Ademds, Z mobilis tiene dos isoenzimas de alcohol deshidrogenasa (ADH), que catalizan la
reduccion del acetaldehido a etanol, acompaiado por la oxidacién de NADH a NAD'. La
isoenzima | (ADHA) contiene Zn en su sitio activo, su PM se encuentra entre 34 y 40 kD. La
isoenzima I (ADHB) tiene Fe, en lugar de Zn, en su sitio activo, su PM es de 40.1 kD. Aunque la
ADFHB es la isoenzima mas abundante en Z mobilis, ambas parecen contribuir durante la
fermentacién. ADHB tiene un alto grado de especificidad por el etanol como un sustrato (Conway

et al.. 1987h).

Saccharomyces cerevisiae
S. cerevisiae es un hongo eucaridtico unicelular comunmente conocido como levadura, que ha
g » q

sido tradicionalmente usada en la produccion de bebidas alcohdlicas y alimentos. La conversion
industrial de carbohidratos a ectanol recae en organismos que toleran altos niveles tanto de
substrato como de producto, y que ademas producen etanol a temperaturas relativamente altas. S.
cerevisiae es la levadura mas tolerante a etanol y puede crecer en concentraciones de 8-12% de

ctanol. y fermentar azticares a niveles del 12-20% de etanol. Bajo condiciones anaerdbicas, puede
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crecer y producir etanol. El carbohidrato es convertido a piruvato por glicdlisis, y entonces una
piruvato descarboxilasa convierte el piruvato a acetaldehido y didxido de carbono,.y una alcohol
deshidrogenasa reduce el acetaldehido a etanol. El rendimiento con sustratos puros como glucosa
y sacarosa, es 95%, y con materiales sin procesar de grado industrial .es 91% (Garay-Arroyo e/ al.,
2003). El material tipico para la fermentacién alcohoélica por levadura es el azicar contenido en

malteriales como cafia y remolacha, que pueden ser fermentadas directamente.

Estrategias Biotecnoldgicas para la Conversién de Biomasa en Etanol.
Modificacion genética de microorganismos silvestres ctanologénicos para que puedan

metabolizar pentosas y hexosas

Zymomonas mobilis

La manipulacién genética de Z. mobilis ha sido estudiada por varios grupos, incluyendo el
National Renewable Energy Laboratory (NERL). Z nobilis es de forma natural un
microorganismo muy tolerante a etanol (arriba de 2000 mM), pero ticne un rango de sustratos
extremadamente limitado. Han sido aislados ¢ introducidos en Z. mobilis, los cuatro genes de £.
coli necesarios en el metabolismo de xilosa, usando promotores glicoliticos para dirigir la
transcripcion (Zhang et al.. 1995). La recombinante resultante derivada de Z. mobilis fue exitosa
pucs lograba fermentar xilosa a etanol. Sin embargo, no se alcanzaron los niveles ni la velocidad
esperada de conversion de xilosa en etanol. En su lugar, la recombinante de Z. mobilis produjo a
partir de xilosa. niveles de ctanol menores que cepas recombinantes ctanologénicas derivadas de
L. coli (Beall er al.. 1991 Lindsay et al., 1995). Ademads, esta cepa derivada de Z. mobilis ain
carece de la habilidad para fermentar otros azicares presentes en los derivados de hemicelulosa,
siecndo ademas particularmente sensible a los inhibidores presentes en los hidrolizados de

hemicelulosa (Ingram et al., 1998).

Saccharomyces cerevisiae
S. cerevisiae silvestre no es capaz de fermentar xilosa a etanol o de al menos usarla para crecer
acrobicamente. Aunque el género Suaccharonyces no es capaz de metabolizar xilosa aerdbica o

anaerobicamente, existen otras bacterias como Pichia stipitis 'y Candida shehatae que son
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capaces-de- fermentar: xilosa arclanol,'o bien dc usarla para crecer aerdbicamente. Sin-embargo,
estas levaduras no ',le"?‘7,a, cabo una fermentacién glqghélica eliciente, y 1ie:11¢1} ‘una tolerancia a_
ctanol relativamente baja. En P. stipitis, €l metabolismo de la xilosa depende de una xilosa
reductasa (XR)"para convertir xilosa a xilitol, una xilitol deshidrogenasa (XDH) 'para convertir
xilitol a xilulosa y de una xilulocinasa (XK) para convertir xilulosa a x’ilul‘osa' S-fosfato. .La
sintesis de estas enzimas requiere de xilosa para la induccidn, y también.cs total_o.al. menos
parcialmente reprimida por la presencia de glucosa (Fo er al., 1998).

Saccharomyces spp si son capaces de fermentar xilulosa, también xilosa cuando una xilosa
isomerasa, enzima bacteriana que cataliza la conversion de xilosa a xilulosa estd presente en cl
medio. Estudios previos han indicado que Sacclaromyces spp carece sélo de las enzimas para la
conversion de xilosa a xilulosa, pero que la mayoria poseen una baja actividad de XK. Por mas de
una década, sc han llevado a cabo intentos para clonar y expresar varios genes de xilosa
isomerasa bacterianas en S. cerevisiae, pero han fallado. Kétter y cols. 1993, desarrollaron una
cepa recombinante de S. cerevisiae. en la cual clonaron los genes XR y XDH de P. stipitis, pero
la recombinante fermentaba xilosa extremadamente lento, produciendo muy poco ctanol y mucho
xilitol (Kotter y Ciriacy, 1993).

Ho y cols. 1998, clonaron en un operon, los genes que codifican para las enzimas XR, XDH y XK
de P. stipitis y los pusieron bajo la regulacién de un promotor glicolitico, la cepa recombinante
cofermenté glucosa y xilosa produciendo etanol como producto mayoritario, aunque. siguié

produciendo xilitol minoritariamente (Ho ¢r al., 1998).

Maodificacién genética de microorganismos silvestres que metabolizan pentosas y hexosas,

para tener la capacidad de producir ctanol

Escherichia coli

E. coli produce etanol como un producto de fermentacién minoritario por una via diferente a la de
Z mobilis y S. cerevisiae (ver figura 2). En E. coli, el piruvato es convertido normalmente a
acetil-CoA y formato por la piruvato—formato-liasa. El acetil-CoA es reducido a un aldehido
(aldehido deshidrogenasa) después a etanol (alcohol deshidrogenasa) en una reaccion de dos

pasos requiriendo dos moléculas de NADH (Ingram ef al., 1998).

P
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Estudios iniciales de Brau y Sahm-(1986), reportaron-la eﬁxprcs'ic')n en altos niveles de pdc de Z
mobilis en E. coli. Los niveles de etanol producidqs7(49111M)7197712§rwli71: de glucosa 25mM fueron
equivalentes a aquellos producidos por Z. mobilis. Estos esludibs demostraron que la piruvato
descarboxilasa recombinante y los niveles nativos de alcohol deshidrogenasa de: £: coli fueron
suficientes para dirigir al piruvato hacia etanol mediante una via parecida a la de Z mobilis en
bajas concentraciones de azucar (Brau-y Sahm, 1986). La fermentacion fue -menos eficiente a
altas concentraciones de az(car y la recombinante menos tolerante a etanol que la cepa nativa.
Estudios posteriores identificaron que la causa de estas limitaciones [ue la menor concentracion
de alcohol deshidrogenasa. Altos niveles de sustrato fueron fermentados cficientemente a etanol
por mutantes de £. coli sobre-expresando ambas enzimas la PDC de Z mobilis y la ADH nativa
de L. coli (ADHE) (Ingram er al., 1991).

Conway y cols. 1987, subclonaron y secuenciaron los dos genes de alcohol deshidrogenasa de Z.
mobilis (adhA y adhB), ambas ADH fueron expresadas en altos niveles en E. coli TC4 (Conway
et al.. 1987b). Ingram y cols. 1987, seleccionaron al gen adhB para ser usado en la construccion
de un operdn artificial para producir etanol utilizando como vector a pUCI18. El operon
contendria los dos genes necesarios para la conversidon de piruvato a etanol, utilizando como
promotor a P,z seguido de un sitio de unidn a ribosoma (RBS), la region minima codificante de
pde, otro RBS y la region minima codificante de adtB y el terminador de la transcripcion de
adhB. La E. coli que contenia a la construccién crecid (>10 ODssonm) mds que la cepa progenitora
en cultivo liquido y produjo mas de 750 mM de etanol, produjo colonias mas grandes y elevadas
en placas con agar LB con glucosa que en placas con agar LB sin glucosa. creciendo poco sin
glucosa. Como se muestra en la figura 2, la PDC proveniente de Z. mobilis tiene una afinidad
mayor por ¢l piruvato que las enzimas que dan origen a otros productos de fermentacion, y que
compiten por la disponibilidad de piruvato en E. coli. De esta forma, una expresion eficiente de la
pde y la adhB3 de Z. mobilis en E. coli, permite canalizar eficientemente los esquelctos de

carbono. provenientes de la xilosa o glucosa, preferencialmente hacia etanol (Ingram es al., 1987).
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Figura 2 Metabolismo de glucosa y xilosa en E. coli B, y su desviacién hacia la produccion de etanol

ACSA: acetil-CoA sintetasa, ACK: acetato cinasa, ADH: alcohol deshidrogenasa, ALDH: aldchido
deshidrogenasa, FRD: fumarato reductasa, FUM: fumarasa, LDH: lactato deshidrogenasa, MDH: malato
deshidrogenasa, MEZ: enzima miilica, PCK: fosfoenolpiruvato carboxilasa, PDH: piruvato deshidrogenasa,
PFL: piruvato formato liasa, PPC: fosfoenolpiruvato carboxilasa, PTA: fosfotransacetilasa, PYC: piruvato
carboxilasa. Genes de Z. mobilis: PDC, piruvato descarboxilasa, ADHB, alcohol deshidrogenasa,

Iin estudios subsecuentes se utilizaron varios promotores para variar el nivel de la expresion de
los genes de Z mobilis en E. coli proporcionando las bases para mecjorar el crecimiento de las
cepas recombinantes (Ingram y Conway, 1988). Los dacidos producidos normalmente en
fermentaciones de £. coli limitan el tamaiio de la colonia y la densidad del cultivo. El reemplazo
de estos dcidos por etanol, un compuesto neutro, es menos dafiino para . coli que los dcidos
lactico, fOrmico, succinico o acético. Afortunadamente, los niveles de expresion genética en la
construccion original, TC4 (pLLOI295), probaron estar cerca de los optimos para la redireccion del

metabolismo central en E. coli. Estos niveles 6ptimos fueron solo ligeramente mas clevados
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(aprox. ¢l 6% de proteina celular) QUc los niveles de piruvato descarboxilasa-y alcohol
deshidrogcnasa,pgody:cid@sr por Z mobilis.

Para construir una cepa industrial robusta y con una mayor estabilidad genética para la
produccion de etanol:se llevd a cabo la integracion los genes de Z. mobilis en ¢l cromosoma de L.
coli B (cepa silvestre que tiene la capacidad de utilizar hexosas y pentosas de manera secuencial),
estrategia en la que bajo el control del promotor de-p/! se inserté un operon artificial consistente
de pdc y adhB, seguidos del gen car usado como seleccion. La cepa recombinante derivada de £
coli B expresé los genes de etanol de Z mobilis en aproximadamente 1/10 de los niveles
deseados. Fortuitamente, mediante la seleccion subsiguiente en placas conteniendo altos niveles
de cloramfenicol (600 mg/l) se obtuvieron mutantes estables las cuales expresaron altos niveles
de pde y adhB (aprox. 5% de proteina celular), equivalentes a aquellas expresadas en derivadas de
pUCI18. Se incluyd una mutacion en fumarato reductasa para minimizar la produccion de
succinato. El organismo resultante, £. coli KO11, produce etanol a partir de todos los azticares
constituyentes de la hemicelulosa con un rendimicnto teérico mayor al 95% en medios de cultivo
ricos (Ohta ¢r al.. 1991).

Adicionalmente se produjeron derivadas de KOI1 carentes del sistema de fosfotransferasa
dependiente de fosfoenolpiruvato (PTS), por lo que las derivadas ya no fermentaron aztcares
como glucosa por PTS (Lindsay ef al., 1995), Estas mutantes retuvieron la habilidad para
fermentar xilosa y otros azicares que utilizaban sistemas de transporte alternativo. Se aislaron
varias pseudo-revertantes, las cuales regeneraron la habilidad para fermentar glucosa,
presumiblemente debido a una mutacion en el sistema transportador de galactosa (Flores er al.,
1996: Saier er al., 1973). Algunos de estos aislados producian ctanol mas rdpido que la
progenitora; todos retuvieron la habilidad para fermentar pentosas. Con dos de estas mutantes, se
produjo casi 60 g/l de etanol a partir de xilosa (1200 mM) despuds de 48 h (Lindsay ef al., 1995).
Con cstas cepas recombinantes de £. coli se logra una conversion de xilosa o glucosa del 90%
respecto al tedrico. a una velocidad de produccién de | g de etanol por hora por litro de medio de
cultivo. Como se viene practicando desde hace dos décadas, dichos microorganismos y
estrategias estan patentados (Ingram er al., 1991), y su uso con fines comerciales o de produccion

estan protegidos.
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Erwinia y Klebsiella

Bacterias entéricas como Erwinia'y Klebsiella tienen la habilidad nativa para metabolizar muchqs
de los aziicares que son constituyentes de la hemicelulosa. Tolan y cols. 1987, usaron el gen de
pde de Z. mobilis clonado por Brau y cols. para mejorar la produccion de etanol en Ervinia
chyrsanthemi B374 (Tblan y Finn, 1987a) y Klebsiella planticola ATCC33531 (Tolan y Finn,
1987b), ambas fermentando pentosas. En estos organismos el etanol es producido via acetil-CoA
perc en mayor concentracidén que en £ coli silvestre, probablemente debido a que los niveles
nativos de ADH en eslos organismos sean mayores que en £, coli. Las recombinantes de £
chrysanthemi y K. planticola fueron capaces de producir niveles mds elevados de etanol, que los
logrados con la original construccién derivada de E£. coli (Brau y Sahm, 1980). Estas cepas
produjeron arriba de 24 g/l de ctanol (520mM) usando xilosa. De nuevo el plismido que
contenia el gen pde parecia reducir la tolerancia a etanol.

Ingram y cols. (1998) seleccionaron a Klebsiellu oxytoca para el desarrollo de un biocatalizador
para fermentar celulosa. Este microorganismo es naturalmente abundante en la pulpa y en el papel
de desecho, posee la habilidad nativa para metabolizar celobiosa. En K. oxproca. la entrada de la
cclobiosa estd mediada por fosfoenolpiruvato  dependiente de PTS, el cual libera
intracelularmente celobiosa-fosfato (Lai ef al., 1997). Después de la hidrolisis, ambas glucosa y
glucosa 6-fosfato entran a glicélisis. K. oxytoca M5AT1 se transformo con un fragmento circular
que contenia £. coli plf::Z. mobilis pdc adhB y cat, como previamente se deseribio para E. coli B
(Ohta ef al.. 1991). Las mutantes que produjeron niveles altos de etanol se obtuvicron otra vez
por seleccion con concentraciones altas de cloramfenicol. Una de éstas, K. oxyroca P2, ha sido
analizada en prucbas de sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF. por sus siglas en inglés)
con sustratos celuldsicos usando fermentadores de laboratorio (0.5 a 14 litros) (Ingram er al.,

1998).

Bacillus subtilis

Sin embargo, puede observarse que tanto los microorganismos como los. procesos  son
perfectibles, y todavia no se cuenta con una cepa recombinante que lleve a cabo la bioconversion
de biomasa a etanol, mucho menos ain que tenga rendimientos y productividades altas. Esta

aseveracion, ademas de estimular a la mejora de los biocatalizadores antes descritos, promueve la
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busqueda y escrutinio de nucvos biocatalizadores. Ln este scnudo B, subtilis. posec caraclcnsllcfxs

que pucden ser ventajosas para el desarrollo de un. blocatahzador elanolo;,cmco, calactcrxsucas

que a continuacion se describen.

Después de E. coli 'y S. cerevisiae, B. subtilis es uno de ]os nucxooxgamsmos lﬂCjOl cqrﬂctcrlzados
en cuanto a su microbiologia bésica y aplicada se refiere, bs una bacteria Zglia!}1j9051lyva con un
contenido bajo de GC. Fue aislado del sﬁelo y to]cra‘am'bieyn‘tes ‘adversos, Se conoce su-genoma
completo y es ampliamente usado en la industria alimenticia por ser considerado un
microorganismo GRAS (generally regarded as safe) por la Food & Drug Administration (FDA)
de los EUA.

De manera natural, B. subtilis presenta una notoria capacidad para exportar al medio diversas
enzimas degradativas (glucanasas, proteasas y nucleasas) que le permiten asimilar eficientemente
los distintos sustratos disponibles en su entorno (Stiilke y Hillen, 2000). Esta capacidad excretora
se ha utilizado para exportar proteinas heterélogas con alta eficiencia (Pricst. 1985; Besson ef al.,
1987) por lo que cs posible concebir que, aunado a las enzimas degradativas que cominmente
produce, podria excretar eficientemente otras enzimas heterdlogas tales como celulasas, xilanasas
y celobiasas. Un organismo con tales caracteristicas, podria utilizar los descchos agroindustriales
como sustratos de la fermentacién con un minimo de tratamientos previos, eliminando el cuello
de botella y abaratando este proceso; fundamentalmente por ¢l elevado costo de los complcjos de
celulasas que se emplean para realizar la sacarificacion (Shechan y Himmel, 1999; Wooley ef al.,
1999).

B. subtilis puede utilizar alrededor de 18 diferentes mono y disacaridos como fuente de carbono,
I2stos son introducidos por la célula. fosforilados y después catabolizados por glicélisis o 1a via de
las pentosas. Puede metabolizar glucosa, manosa. fructosa, ribosa y arabinosa, pero parece que no
es capaz de crecer utilizando a xilosa y galactosa como unicas fuentes de carbono, atribuyéndose
este hecho dnicamente a la carencia de los transportadores. La ausencia de estos transportadores
es sorprendente ya que puede sintetizar todas las proteinas necesarias para metabolizar ambos
azucares; aunque la expresion de estas proteinas que incorporan a la xilosa al metabolismo celular
sc inducen por la presencia de ésta. En B. megaterium se identifics, en el operon XYL, el gen xyl T’

que codifica para un simporter protdn-xilosa, pero que B. subtilis no tiene. Krispin y cols., (1998)
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investigando ely'cfecto'téxico de la galactosa- en-cepas mutantes en cl ge11 galE de. B. subtilis,
de carbono. La caracterizacion de esas mutantes fc‘velaron 'que el transportador para arabinosa
(araE) funcionaba como transportador dc‘alamen'os‘ tres azﬁcares: arabinosa, xilosa y galactosa,
también encontraron que el transporte de galactosa sufre represion catabdlica por glucosa
(Krispin y Allmansberger, 1998). A la.fecha ya se han obtenido mutantes de B. subtilis que puede
utilizar xilosa sin sufrir la represion catabdlica abordando dos enfoques: Krispin y cols. (1998)
interrumpicron la secuencia del gen que codifica para el represor del transportador (araR)
(Krispin y Allmansberger, 1998); otros autores expresaron de forma constitutiva el gen arals que
codifica para un simporter no especifico H*:pentosa que transporta arabinosa, xilosa y galactosa
(Stiilke y Hillen, 2000).

B. subtilis puede crecer en condiciones anaerdbicas utilizando como ultimo accptor de electrones
al nitrato (Cruz-Ramos e¢f al., 2000; Nakano et al., 1997). Espinosa-de-los-Monteros y cols.,
(2000) evaluaron el potencial metabolico de B. subtilis en condiciones de fermentacion de
glucosa y de respiracion de nitratos, encontrando que B. subtilis tiene una capacidad clevada para
metabolizar glucosa bajo respiracion de nitratos. Sin embargo, en condiciones de fermentacién
(cn ausencia de nitrato) su crecimiento es reducido y fermenta produciendo tinicamente acido
lactico. sugiriendo que existe un exceso de poder reductor y que es necesario reciclar el NADH
generado en la glicolisis para obtener un mayor crecimiento (Espinosa-de-los-Monteros ef al.,
2001).

Como se muestra en la figura 3, la integracion de una via sintética para producir concchtmcionés .
clevadas de etanol en B. subtilis permitiria solventar el problema del balance redox 'y favorecer un
mejor crecimiento mediante la produccion de un metabolito menos toxico que ¢l lactato.

Ll acetato se produce en condiciones aerobias cuando B. subtilis crece a velocidades altas o con
concentraciones clevadas de azucar (Herndndez, 2003; Snay ef al., 1989). En condiciones de
fermentacion  se produce principalmente lactato (Hernandez. 2003) y cantidades apenas
detectables de etanol (Nakano er al., 1997). El acetato y acetoina se producen en condiciones
anacrobias bajo respiracion de nitratos, cuando el nitrato se encuentra en altas concentraciones. El
lactato y butanediol se producen en condiciones anaerobias bajo respiracién de nitratos, cuando el

nitrato es limitante (Espinosa-de-los-Monteros ef al., 2001).
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Figura 3. Mectabolismo de glucosa y xilosa en B, subtilis, y la via propuesta para la produceién de etanol.

ACSA: acctil-CoA sintetasa, ACK: acetato cinasa, ADH: alcohol deshidrogenasa, ALDC: acctolactato
descarboxilasa, ALDH: aldehido deshidrogenasa, ALS: acetolactato sintasa, AR: acetoina reductasa, FRD:
fumarato reductasa, FUM: fumarasa, LDH: lactato deshidrogenasa, MDH: malato deshidrogenasa, PDH:
piruvato deshidrogenasa, PTA: fosfotransacetilasa, PYC: piruvato carboxilasa. Genes de Z, maobilis: PDC,
piruvato descarboxilasa, ADHB, alcohol deshidrogenasa.

En los ultimos afios B. subtilis ha sido utilizado ampliamente como un microorganismo

hospedero para la produccion de proteinas heterdlogas. El progreso en los procesos de
fermentacion ha permitido la produccion de diversas proteinas heterdlogas en cantidades que por
otras vias. tales como fuentes naturales o microorganismos silvestres, hubiese sido mis dificil de
obtener (Lee, 1996). En 1989 se estimd que el mercado mundial de enzimas industriales de gran
volumen cra de 600 millones de dolares, de los cuales 33% fueron producidas con cepas
recombinantes de B. subtilis (Arbige y Picher, 1989). Las principales enzimas producidas por 5.
subtilis son: o-amilasa, f3-amilasa, proteasa alcalina (subtilisina), B-galactosidasa, B-glucanasa,
pentosanasas y penicilinasa. Ademas de la produccion de enzimas industriales, B. subtilis ha sido

extensamente empleado para la produccién de metabolitos primarios; tales como, hipoxantina,

inosina y guanosina (Harwood, 1992).

4 TFQN ("(‘)
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B. subtilis como organismo huésped para la sobreproduccion de proteinas lfccb‘lllbilliintéS'
Los sistemas de expresion de protcinas homdlogas y heter6logas son aﬁmplﬁirgnmnrlf: empleados en
la obtencion de proteinas recombinantes, por la conveniencia en su manipulacion y hab’i-lidad para
alcanzar altos niveles de produccién. El disefio y la construccion de una unidad de cxp_resién debe
involucrar e incluir sccuencias regulatorias transcripcionales y traduccionales adecuadas. A nivel
transcripcional, la secuencia promotora puede ser constitutiva o inducible;. fuerte, débil o de
fuerza  media, también puede en algunos casos incluirse terminadores "o  atenuadores
transcripcionales. A nivel transcripcional son importantes las secuencias del sitio ‘de ‘union al
ribosoma, la disponibilidad de IRNAs, ¢l uso preferencial de codones, etc.

El inicio de la transcripcién es controlada por secuencias promotoras, las cuales pueden ser
moduladas por una variedad de mecanismos, principalmente la interaccion de una o mas
proteinas reguladoras con secuencias especificas en la vecindad del promotor (Lewin, 2000).

En B. subtilis se han empleado varios promotores nativos y promotores heterologos para la
expresion de genes heterdlogos: promotores fucrtes de la fase vegetativa: vegll (Peschke ef al.,
1983); promotores regulados temporalmente: ¢l de subtilisina (aprE) (lan ef al., 2001) y el de a-
amilasa (Park ef al., 1989), entre otros.

Estudios dirigidos hacia la caracterizacion de promotores silvestres de B, subtilis, permiten su
seleceidn para ser utilizado como secuencia promotora para la expresion de la proteina de
interés.

Jan y cols., (2001) llevaron a cabo la caracterizacion de la regidon reguladora del gen aprf que
codifica para la proteasa alcalina mayoritaria conocida como subtilisina, enzima que se expresa
fuertemente durante la fase estacionaria de B. subtilis (Jan et al., 2000). El promotor aprf
silvestre no tiene consenso en las cajas =35 y -10, y la modificacién de la secuencia silvestre por
la secuencia consenso en la caja -35 del PaprE, conlleva a un  incremento de 106 veces de la
fuerza del promotor PaprE modificado respecto al silvestre. Estudios sobre la regulacién
transcripcional del gen aprk sugieren que se lleva a cabo a través de la accion concertada de
multiples clementos de control, como son las proteinas AbrB, Hpr, SinR y DegU/DegS, entre
otras, las tres primeras regulan negativamente. La cepa B. subtilis BB82 ticne una mutacion en el
regulador negativo Hpr, caracteristica que le confiere a Papr£ una expresion aprox. 3.3 veces mas

fuerte que la cepa silvestre (Jan ef al., 2001).
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También, las secuencias pr0|‘not<c'>ra's' dé los genés ribosomales de B. subtilis han sido motivo de
estudio por Rudner y cols., que'hanﬂlrlp\r{qcrlg:aVéarbo‘rcstudios en la expresion diferencial de 7 de los.
10 operones rRNA llevando a éabo f‘uéionés a lacZ, y en una sola copia encontrando que todos se
encuentran bajo el control de la velocidad de crecimiento, y sc agrupan en fluertes (rmO, rrmW),
fuerza intermedia (rrnA, rrnl) y débiles (rrD, rrB) (Rudner ef al., 1993).

Otra variable importante para la expresion de genes heterdlogos es el fondo genético de la cepa.
Ye y cols. (1996), han interrumpido los genes que codifican para las siete proteasas mayoritarias
extracelulares de B. subtilis, lamandola B. subtilis WB700 (Ye et al., 1996). En esta cepa, la
actividad proteolitica extracelular se ha reducido a tan solo ¢l 0.32% con respecto a su cepa
progenitora, por lo que constituye una buena cepa receptora para expresar de manera estable
proteinas heterélogas, como podria ser por cjemplo a PDC y ADHB.

EEn 1994, Barbosa e Ingram probaron llevar a cabo la expresidon de las enzimas PDC y ADHB de
Z. mobilis en B. subtilis cepa YB886. Analizaron la expresion de estas enzimas bajo la regulacién
de un promotor del fago SPO2 utilizando un vector multicopia, pero sus resultados mostraron no
ser contundentes; ya que la actividad especifica de PDC no la pudicron medir y la actividad
especifica de ADHB fue muy baja, aunque pudieron observar la expresion de ambas enzimas
llevando a cabo un ensayo de Western blot, no mencionaron haber obtenido etanol (Barbosa y

Ingram, 1994),



JUSTIFICACION

s deseable que un solo microorganismo hidrolice celulosa, metabolice una amplia variedad de
azucares, incluyendo hexosas (p. ej. glucosa y manosa), disacaridos (principalmente celobiosa y
sacarosa) y pentosas (a decir xilosa y arabinosa), y que ademas utilice estas fuentes de carbono
para producir etanol.

B. subtilis posee caracteristicas adecuadas para cumplir este objetivo, y aunque no hay
impedimentos aparentes que prevengan la expresion de los genes pdce y adhB de Z. mobilis como
enzimas activas en B. subtilis, no se ha reportado produccién de etanol en cepas recombinantes de
B. subtilis que poseen plasmidos multicopia conteniendo ambos genes (Barbosa y Ingram, 1994).
En este sentido se propone utilizar estrategias enfocadas a dirigir el metabolismo de B. subtilis
para producir etanol, creando una via sintética, similar a la ya reportada para E. coli (Ingram y
Conway, 1988), integrando en el cromosoma de B. subtilis los genes de pdc y adhB provenientes

de Z. mobilis.

HIPOTESIS

Si sc utilizan secuencias de promotores y sefiales traduccionales que B. swbtilis reconoce
preferencialmente en la construccion de un vector de integracion, conteniendo los genes pdc 'y
adhf3 de Z. mobilis, entonces se podra obtener una cepa de B. subtilis con actividad enzimatica de

piruvato decarboxilasa y alcohol deshidrogenasa, y con capacidad para producir etanol.
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OBJETIVO GENERAL

Integrar cn ¢l genoma de B. subtilis los genes pde y adhB de Z. mobilis para que con su expresion

B. subtilis pueda producir etanol..__

OBJETIVOS PARTICULARES

Disefiar y construir un operén artificial a partir de lcﬁs genes pdc y adhB de Z, mobilis,
Construir un vector de integracion .a pa’rtinf de: pSG-BFAE ’(plés'mido integrativo _para B.
subtilis) y el operdn artificial. e S

Integrar este vector en el cromosoma de . B. subtilis, en dos diferentes fondos genéticos:
cepa con mutacion en el regulador negativo Hpr del promotor de la subtilisina (BB82
AnprE, hisA, hpr2); y cepa con interrupciones-supresiones en las 7 proteasas mayoritlarias
(CHY Anpr, AaprE, Aepr, Abpf, Ampr:ble, AnprB::bsr, AvrpE::ery, prototrofa,
CmR::NmR).

Determinar las actividades enzimaticas de PDC y ADHB de las cepas obtenidas, asi como

la produccién de etanol.
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'MATERIALESY-METODOS

En'la tablaf,l“; sc presentan las cepas bacterianas, en la tabla 2 se presentan los vectores, y en la
tabla 3 los oligonucledtidos, utilizados o construidos en este trabajo. '

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizados u obtenidas en este trabajo.

Cepas Genotipo y/o fenotipo Fuente

E. coli XLI-blue | supEdd, hsdR17. recAl. endAl, gyrAd6 | Cepario del Laboratorio
(Nal®y, thi, relAl. lac F'[traD36 proAB™ lacl*
lacZAMI15, Tnl0 ('l'clR)]. Cepa transformable a
altas cfliciencias y deficiente ¢n recombinacion.
Modifica pero no restringe ¢ DNA
transformado. por lo que sc utiliza para
propagar a gran escala plasmidos. fagos
filamentosos vy fagémidos., El F'de esta cepa
permite la seleceion de colonias blancas/azules
en XGal y permite la super-infeccion con el
bacleriofugo M13.

2. coli IM101 supliothic A (lac-proAB). I Cepario del Laboratorio,
(Rodrigucz et al., 1975)

B. subrilis BBSO | Anprls, hisA. glvB Cepario del Laboratorio

B subtilis BBS2 | AnprE, hisA. hypi2 Cepario del Laboratorio

B subtilis BB17 B8O degli32 Cepario del Laboratorio

B. subtilis 11 BBSO Cm®. amy:PaprEngaca-lucZ (Jan ¢f ¢l.. 2001)

B subrilis TrpC2 Anprls, Auprf, Aepr. Abpf. Ampr::ble. | (Yce et al.. 1996)

WI3700 Ampr B chse, Aveplery

B subtilis CH1 WRB700 prototrofa, Cm®. Lin®. Eri" (Herndndez. 2003)

CHI Nm® ClIl Cm::Nm Este trabajo

i SPR CH1 Cm::Sp I<ste trabajo

SR-1 BB8O Cm". comvPrrndd-lac/ Este trabajo

SR-1I CHI Nm®. Cm®. amve:Prrnct-luc” Este trabajo

SR1 CHINm®. Cm®. LEste trabajo

amyiPapringaca pdeadh/Venvtt]
SR2 BB82. Cm", amy:PaprEngaca/pde/adh/Terptil | Este trabajo




Tabla 2. Vectores utilizados o construidos en este trabajo.

Vector Caracteristicas Fuente
puUCI19 Es un plasmido de alto nimero de copias en £. coli, | Biol.abs
tiene arigen de replicacion derivado de pBR322. El
sitio de clonacion multiple esta en fase con el gen
lacZa. Posee ¢l pen bla (Ap®).
pLOI276 Derivado de pUC19 que contiene el gen pde de Z. | (Conway ef al.,
mobilis bajo la regulacion de PlacZ, 1987a)
pLOI284 Derivado de pUC19 que contiene el gen adhB de Z. | (Conway ef al.,
maobhilis bajo la regulacion de PlacZ. 1987a)
pCm::Nm pIC177. Cm"::Nm" BacillusStockCenter
pCm::Sp pIC177. Cm"::Sp" BacillusStockCenter
pSG-PLK Derivado  de pSG35.0 que posce el sitio de | (Janer af.. 2001)

clonacion multiple de pUC19 en lugar del Puprks

pSG-aprktigaca

Derivado  de  pSG-PLK  que  porta  Paprk
modificado en la caja —35. fusionado a lucZ.

(Jan et al., 2001)

pCR-Blunt II-
TOPO

Permite la clonacion de productos de PCR. con la

seleccion directa de recombinantes via interrupeion
- R

del gen letal cedB. Posee el gen kan (Km®).

Invitrogen

plTOPO-Prrad

Derivado de pTOPO que porta Prenat P2

IZste trabajo

pSG-Prrn.d

Derivado de pSG-PLK que porta Prrnd P2

IZste trabajo

pTOPO-
aprifitgaca

Derivado de pTOPO que contiene Paprk con la
modificion TTGACA ¢n la caja =33.

IZste trabajo

pTOPO-pde

Derivado de pTOPO que contiene el gen pde de Z.
mobilis.

Este trabajo

pTOPO-wdh-
terml

Derivado de pTOPO que contiene el gen adh3 de Z
mobilis. scguido del TervliLd de B. thuringiensis.

Este trabajo

pUC-aprltigaca

Derivado de pUCT9 que contiene Paprfs con la
modificion TTGACA cn la caja —=35.

Este trabajo

pTOPO-pdce-adh-
terml

Derivado de pTOPO que contiene los genes pde y
adhBB de Z mobilis seguidos de Tervilid de B.
thuringiensis,

Este trabajo

pUC-aprEttgaca-
pde-adh-terml

Derivado de pUCIY9 que contiene Paprk con la
modificion TTGACA en la caja =35, seguido de los
genes pde y adh3 de Z. mobilis y al final el Tervillid
de B. thuringicnsis.

Este trabajo

pSG-BFAL

Derivado de pSG-PLK en ¢l que se sustituyd el
PLK-lacZ por un PLK corto formado por los sitios
BamHI. Fsel. Ascl. EcoRl

Este trabajo

pPSG-aprFugaca-
pdc-adh-terml

Derivado de pSG-BFAL que contiene PaprE con la
modificacion TTGACA en la caja 335, seguido de
los genes pde y adhB de Z. mobilis y al final ¢l
Terylild de B. thuringiensis.

Este trabajo




Tabla 3, Olignonucleétidos utilizados.

Nombre Secuencia*
rib5 5-CGG GAT CCC GCT GAA GGT GTT ATT CTA ATA TCG CTG ATG
ACG AAC AGC-3
rib3a 5-TAT TAT CAT AAC ATT TAC CGC CGC TAC TGT CAA CAACTTTTT
AGCATT TTC TTT TCA AAA-3
rib3b 5-AGG TAC CGA CAG TAT AAC TCA TTC TTT ACC GCT CCT TTA

AGC GAC TTT ATT ATC ATA ACA TTT ACC G-3

aprl:_BamHI1

5-CGC GGA TCC GCA TCT GAT GTC TTT GCT TGG CG-3

aprl:_Fsel

5-GCA AGG CCG GCC AGA GTA GAC TTA CTT AAA AGA CTA TTC
TG-3

SD_PDC

5-GTC GGC CGG CCA AGG AGG AGT AAG CAA TGA GTT ATA CTG
1TCG G-3

pde3’-Ascl

3-CTT GGC GCG CCT TAC GGC TGT TGG CGG GCA GC-3

Ascl_adhB

5-TAA GGC GCG CCA AGG AGG GTA TAG CTA TGG CTT CTT CAA
CITTTT ATATTC-3

adh-termA

5-TCC GGT CAATTG GAG TGA TGT CCG TTT TCC TGT TTT GAA ATT
AG

terminador

5-AAA AGA ATT CAA AAA AAA ACG GAC ATC ACT CCG GTC AAT
TGG AGT G-5

AFB_amy

5-TTA GGC GCG CCT TGG CCG GCC TTG GAT CCG GGC AGG CCA
TGT CTG CCC G-3

Asclico-Cm | 3-GAG GGC GCG CCTTGA ATT CTC ATG TTT GAC AGC TTA TC-3
catpsgplk S-CTTTCT TAT CTT GAT AAT AAG GGT AAG TAT TGC CG-3
laczpsgplk 5-GGG TAA CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC G-3

*Todos los oligonucléotidos fuceron hechos por la Unidad de Sintesis [3T-UNAM.

Condiciones de Crecimiento

E. coli sc crecié en medio Luria-Bertani (por litro: 10 g bactotriptona; 5 g extracto de levadura; 5

£ NaCl) liquido o solidificado con agar al 1.5%. E. coli/pTOPO se seleccioné en LB Km 50 mg/l,

las derivadas de pUCI19 en Ap 200 mg/ml y las derivadas de pSG Ap 100 mg/mi. Para observar

produccion de ectanol se suplementd el medio LB con 20g/l glucosa, Todos los cultivos se

crecieron a 37°C y 300 rpm, a menos que se especifiquen otras condiciones de incubacion.

B. subtilis se crecié en medio para esporulacion Schaeffer liquido (por litro: 8g caldo nutritivo,
0.25g MgS0O,4 7H:0, 1g KCI, se adiciona a la solucion estéril: Iml FeSO4 7H;0 1mM, 1ml
MnCl; 4120 10mM, 1 ml CaCly 2H;0 1M) o solidificado con agar al 1.5%, seleccionando a las

cepas transformadas en Schaeffer sélido con cloramfenicol (5 mg/l). Todos los cultivos se

crecieron a 37°C y 300 rpm, a menos que se especifiquen otras condiciones de incubacion.




Procedimientos genéticos y téenicas de DNA recombm.mtc B
Todas las enzimas de restriccion, T4 DNA polimerasa y lﬂ'\l’C'ldOI‘eS de peso de fraz,mcnlos de
DNA fueron obtenidos de New England BioLabs o MBI Fermentas, y se utilizaron de acuerdoa .
las recomendaciones de los fabricantes. Los demds reactivos nccesarios para el trabajo de
microbiologia y biologia molecular se obtuvieron de Sigma-Aldrich Quimica, Research Organics
Inc, Merck-México y Dilco Laboratorics. Por lo general, las manipulaciones de DNA, que no-se
describen en este apartado, se llevaron a cabo por técnicas estandares, tal y como se describe en

(Maniatis et al., 1989).

Reacciones de ligacion, Para llevar a cabo las reacciones de ligacion se utilizd T4 DNA ligasa
procedente de New England BioLabs o MBI Fermentas, y se utilizé de acuerdo a las indicaciones
del fabricante. Por lo general, se llevaron a cabo ligaciones 1:1 y 1:5 (Vector:Inserto) siendo la

relacion 1:5 la que proporciond el mayor nimero de clonas recombinantes adecuadas.

Transformacion con DNA, El microorganismo huésped utilizado para la construccion de los
diferentes vectores fue E. coli XL1-blue. Las células electrocompetentes de £. coli XL1-blue se
prepararon usando el medio YenB (medio de crecimiento libre de sales). Asimismo £, coli se
transformé usando el método de electro-transformacién descrito por (Sharma y Schimke, 1996).
B. subtilis sc transformé en estado de competencia utilizando el método descrito por

{Anagnostopoulos y Spizizen, 1961).

Purificacion de DNA. Para ¢l analisis de clonas recombinantes, el DNA de pldsmido se extrajo
por ¢l método de lisis-alcalina descrito por (Rodriguez y Tait, 1983). Para los experimentos de
clonacion, los fragmentos de DNA procedentes de reacciones de PCR y de digestiones con
enzimas de restriccion mayores a 500 pb se analizaron y purificaron por gel de agarosa al 0.8 y
1.2 %. la purificacion de DNA a partir de una banda de gel de agarosa se llevd a cabo por el
mdtodo de destruccion-congelacion del fragmento de agarosa con la posterior extraccién con
fenol y cloroformo, o bicen utilizando el kit Rapid Gel Extraction System de Marligen Bioscience

Inc.
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Los [ragmentos de PCR menores a 200 pb sc analizaron y purlﬁcaron por gel de poliacrilamida -

7.5% con TBE, la purificacion de DNA a partir de una banda de gel de |)Oll’1Clllalﬂlda se llevo a

cabo poniendo este fragmento en un tubo eppendorf de 1.5 ml y @ ﬁgrcgando 1 ml de agua mQ,

éril e incubando a 37°C, 300 rpm duxame 12 l ’Despucs sc.saca el trozo de g,cl y.se conccnua

hasta 50 pL al vacio (en Savant).

L.as extracciones de DNA cromosomz_il!d ‘B .";btlll.s se hlcleron por-el:Kit- MlClObla] Genomlc— ;
DNA Isolation de MO BIO LabOratérVie:sA,;'h}’c.,

300 rpm.

a paﬂu de cultxvos cremdos duranlc 24 h a 37°C y

PCR. Las reacciones en cadena de la polimerasa se realizaron utilizando Elohgasa (New England
BioLabs), Vent polimerasa (New England BioLabs) o Tfu polimerasa (Q-BlOgene). Las mezclas
de reaccion sc prepararon en un volumen final de 50 uL, con los siguientes reactivos: 50 ng de
DNA como templado, 35 pM dec cada oligonucledtido iniciador, 0.2 mM de mezcla de dNTPs,
amortiguador de enzima al 10% y 1-2 unidades de DNA polimerasa. La amplilicacion de las
mezclas se incubaron en los termocicladores Robo Cycler gradient 96, Stratagene o PCR Sprint,
ThermoHybaid. El programa de amplificacion se disefio considerando ¢l tamaiio del templado a

amplificar, la temperatura de alineamiento de los oligonucledtidos y la polimerasa utilizada,

PCR recursiva, La secuencia del promotor

rrnsd P2 se obtuvo utilizando la técnica de 70bp

AS —3 PCR £ =03’
PCR recursiva descrita por (Prodromou y R 3° =5 - B 3 d———m5
. C 3 a5 C + 3 5
Pearl. 1992). A partir de tres iniciadores de
PCR
70 nucledtidos se construyd una secuencia
} ) ] A 5’ d37bp ,
de 157 pb (secuencia que incluia el Prrnd, c 3
-n(___ )
J

SD ¢ inicio del gen pdc). En esta téenica
Figura 4. Representacion del PCR recursivo.

cada primer sirve de templado de aquel oligo . . -
¢ ‘l p‘ q b En Ia misma reaccion se adicionan los tres

con que aparea, (ver figura 4). Los iniciadores (A, By C), en una primera reaccion de
' PCR, A aparea con B y se amplifican. En una
oligonucledtidos mayores de 40 nucledtidos segunda reaceion de PCR, A ya podri aparear con

. L . C y se amplificara la secuencia completa,
se purificaron por gel de poliacrilamida 20%

con urea SM.

T TR N
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Clonacién en TOPO-Blunt. Se utilizé Zero Blunt TOVPQPC;R Cloning Kit de Invitrogen, para -

clonar varios productos de PCR, se usé de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.

Anilisis de Sccuencia de DNA. Los tres elementos clonados en pTOPO se secuenciaron en
ambas direcciones por el método de secuenciacion de Sanger, utilizando los oligonucleétidos
M13 Reverse Primer y M13 Forward (-20) incluidos en el Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit,
Invitrogen. También sc secuencié el promotor rrid P2 en la fusion con lacZ clonados en el vector
pSG-PrrnA, utilizando los oligonucledtidos catpsgplk y laczpsgplk. EI DNA para ser secuenciado
se purilicd con el kit Rapid Plasmid Miniprep System de Marligen, Bioscience Inc. Ambos

andlisis fueron llevados a cabo por la Unidad de Sectencia, IBT-UNAM.

Anilisis de Proteinas. El andlisis de proteinas se llevd a cabo por electroforesis en gel de
poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio. £. coli silvestre, E. coli/pUC-aprEttgaca-pdc-adh-terml y
. colipSG-aprEttgaca-pdc-adh-terml se hicieron crecer por separado en LB con 20 g/l de
glucosa se incubaron a 30°C y 120 rpm durante 7.5 h. Se tomo el volumen correspondiente a 0.3
DQgu que equivale aproximadamente a 2 'mg/ml de proteina, Las muestras se prepararon de
acucrdo (Laecmmli, 1970). Se aplico sobre cada carril la muestra correspondiente a 10 6 15 pg de

proteina celular aprox. Las bandas de proteina se visualizaron con azul de Coomasie.

Ensayo de Actividad de B-g’;\l:lctosidzlszl. La B-galactosidasa hidroliza el enlace B-glicpsidico de -
la lactosa liberando galactosa 'y glucosa. Para la determinacion de la aclividad’de la” -
galactosidasa se utiliza O-nitrofenil-§-D-galactésido (ONPG), compuesto que posee un enlace B-
glicosidico que puede ser hidrolizado por la B-galactosidasa liberando galactosa y O-nitrofenol,
compuesto que absorbe a 420 nm, este método fue descrito por (Miller, 1972). La actividad
enzimdtica se reportd como unidades internacionales por miligramo de proteina celular total

(umol/min-mgpror).

Ensayo de Actividad de Piruvato Descarbo}xiylasa (PDC). La PDC produce acetaldehido y CO,

a partir de piruvato, su actividad se determind por medio de la reaccién acoplada con la enzima

I Y
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Alcohol Deshidrogenasa (ADH). La ADH rcduc¢ al ‘acetaldehido a etanol y oxida al NADH en
NAD", en ¢l ensayo se monitorea la oxidacién de NADH pues este compuesto tiene un pico de
absorcion a 340 nm (Hoppner y Doelle, 1983).‘La actividad enzimatica se reportd como unidades

internacionales por miligramb '4deb proteina celular:total (umol/min-mgproT). Enfdetalle este

ensayo sc describe en el Apéndice A,

Ensayo de Actividad de Alcohol Deshidrogenasa B (ADHB). La ADIB de Z. mobilis cataliza
la reduccién de acetaldehido dependiente de NADH a etanol. Ademas, esta ADHB de Z mobilis
tiene la particularidad de catalizar de forma reversible esta reaccion. La actividad de ADHB se
determind a partir de la reaccién inversa en la que se monitorea la reducciéon de NAD®
dependiente de etanol (Neale et al.. 1986). La actividad enzimdtica se reportd como unidades
internacionales por miligramo de proteina celular total (umol/min-mgpror). En detalle cste

ensayo se describe en el Apéndice B.

Determinacion de glucosa. El consumo de glucosa se cuantificé en el analizador Bioquimico

YSI mod. 2700. utilizando D-glucosa oxidasa inmovilizada.

Ensayo para Producir Etanol.in vitro. Las enzimas necesarias para producir etanol a partir de
piruvato son PDC y ADHB, ambas enzimas se encuentran en el extracto celular de KO11, SR1 y
SR2. Si se adiciona al extracto celular de estas cepas, los substratos y cofactores que las dos
enzimas necesitan para llevar a cabo su actividad, se podra producir etanol in vitro. En detalle

esle ensayo se describe en el Apéndice C.

Anilisis por Cromatografia de Gases de Productos Metabdlicos. La produccién de etanol se
cuantificé por cromatografia de gases (Agilent 6850, Wilmington, D.E.), utilizando como

estandar interno 1-butanol.




RESULTADOS Y-DISCUSION

Tras un andlisis para escoger el promotor adecuado que regularfa al operén elanologénico se
decidi6 utilizar al Prind P2,.debido. a que esté reportado que ticne una expresion constitutiva, y
ademas una expresion de fuerza media que no comprometeria el crecimiento adecuado de la

bacteria con problemas de carga metabdlica (Rudner et al., 1993).

Construccion del promotor del gene rrnA P2 utilizando la téenica de PCR recursiva -

El promotor de genes ribosomales de B. subtilis (rrnd P2) presenta varios elementos
conservados, como son: la caja =35 (TTGACA), cl dinucledtido TG en ~15 y una zona rica en
adeninas arriba de la caja —35, la caja —10 sélo varia en una base respecto al consenso (TATgAT),
ademds conserva la distancia de 17 pb entre las cajas -35 y —10 (Helmann, 1995).
Adicionalmente, ¢l promotor rrnAd P2 precede a un sitio de union a ribosoma (RBS) diferente en
una base respecto al consenso (AAGGAGc) para B. subtilis.

El producto del PCR recursivo incluye: ¢l sitio de restriceidn, la region promotora Prrad, el sitio

de unidn a ribosoma. y un fragmento de 22 pbs del inicio del gen pde (ver figura 5).

104 bp SD 8pb
2aaa, TIGACA _ t tg TATGAT aa auAAGGAGC, 'PdC.
-35 17 bp -10 +1 22bp
157 bp

Figura 5. Representacion del Prraet P2,

Muestra al Preaet de B. subtilis seivalindose las bases consenso en la secuencia del promotor (104bp), seguido
del RBS, separado 8pb del coddn de inicio del gen pde (22pb). Al principio de esta secuencia se le adiciond un
sitio de restriccion BamHI para facilitar su colonacion,
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Clonacién del producto de PCR recursivo en el pliismido TOPO-Blunt. )
El producto del PCR recursivo de 157 pb se cloné6 en el plasmido TOPO-Blunt. La construccion
correcta se confirmé por andlisis con endonucleasas de restriccion, comprobandq larconservacién

de los sitios de restriccion incluidos; también, se corrobord por secuenciacion.

Construccién del plismido pSG-PrrnA por medio de la fusién de Ia region® reguladora

(PrrnA P2) con cl gcn' lacZ del plasmido pSG-PLK.

pSG-PLK es un plasmido que presenta las 3amH]1
siguientes caracteristicas (ver figura 6): a)
tiene un origen de replicacion para E. coli, b)
es un plasmido suicida para B. subtilis pues 4 amyB3

no presenta origen de replicacion para esta

pSGPLK
9709 bps
Col. I21 Ori

bacteria, pero no lo requiere pues se desea

que sc integre en el genoma de éste. Para

amyl’’ ¢ Bpullo2

<

dicho propésito cuenta con dos regiones del

gene amy (forward y back), con las que

puede llevarse a cabo una recombinacion

homologa doble. ¢) cuenta con resistencias a Figura 6. Representacion esquemiitica del vector
Sl es . et . SG-PLK.
los antibidticos ampicilina y cloramfenicol, Pt
_ . Col. I£1 Ori: origen de replicacion. amyB: segunda
d) posce al gen lacZ y, e) el polilinker de parte de la secuencia del gen amy, Cm: resistencia

a cloramfenicol, PLK: sitio miltiple de clonacion,
D < Y
pUCI8 (PLK) que precede al gen lacZ (Jan lucZ: gen que codifica para la B-galactosidasa,

et al..2001), amyl: primera partc.d.c‘ln sceuencia del gen amy,
Ap: resistencia a ampieilina,

Cabe mencionar que el gen /acZ de este plasmido carece de codon de inicio por lo que la fusion

involucrd la utilizacion del codén de inicio del gen pde (que forma parte del producto de PCR

recursivo obtenido), asi como poner en fase al inicio del gen pde con el gen lacZ y utilizarlo

como gen reportero para evaluar la fuerza del promotor srind P2. Para llevar a cabo la

ira pigrid
LIRSS Y

-
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construccién del pSG- Prrnd, el fra@,menlo de 9688 pb résuliadd de la digéslién EéoRl y ,Bziml-ll,
polimerizado del plz’x?nﬂﬁdp pSG-PLK se ligd con el Ifriagmgnqu de 164 plgrrgsurltz}do de['?,dise,S,"'F"P, 7

EcoRl y Rsal del Prond construido con el PCR recursivo.

pSG-PrrnA es un plasmido.que.presenta las EcoR|
siguientes caracteristicas: a) tiene origen de

replicacion para E. coli, b) es un plasmido

suicida para B. subtilis, no presenta origen
pSG-PrrnA
9709 bps

Col. £] Ori

de replicacidén para éste, pero favorece su

integracion en el genoma de B. subtilis; X soul 102
amylgy PPutivs

cucnta con dos regiones del gen amy para
Ap
llevar a cabo una recombinaciéon homéloga

doble, ¢) cuenta con resistencias a ampicilina

y cloramfenicol, y d) tiene el gen laucZ Figura 7. Vector pSG-Prri.

En este vector lucZ se encuentra bajo la regulacion

precedido de  Prrnd P2, por lo que se
de Prrnd.

encuentra bajo su regulacion, ver figura 7.

La fusion genética de JacZ con el Prind en pSG-Prrnd se corrobord por patrén de digestion y por

secuenciacion, ver figura 8.

AGGGTAGTTTCAGAATCCACCGGGAATFCGCCCTTCGGGATCCCGCTGAAGGTGTTA
TTCTAATATCGCTGATGACGAACAGCTTTTTTGAAAAGAAAATGCTAAAAAGTTGTT
GACAGTAGCGGCGGTAAATGTTATGATAATAAAGTCGCTTAAAGGAGCGGTAA
AGAAGTTATACTGTCGGTGATCCCtegttttacaacgicglgactgggaaaac.

Figura 8, Sccuenciacion de la fusion de Prrod a lacZ.

Las eajas =35 y —10 se muestran en negritas, ¢l RBS se muestra subrayado, el sitio EcoRI se muestra tachado,
el coddn de inicio estd sobresaltado, fragmento de secuencia de pde en cursivas, el inicio del marco de lectura

de lacZ en pSG-PLK en minasculas.
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Obtencion de las cepas CH1 Nm® y CHI Sp* derivadas de B. subtilis CH1

Una de las cepas propuestas para integrar los genes pde y adhB es B. subtilis CH1 (Herndndez’
Bustos, 2003). Dicha cepa es protétrofa y no productora de las sicte proteasas mayoritarias, es
derivada de B. subtilis WB700, (Ye et al., 1996). Pero la cepa CH1 es CmR y la integracion que
se propone llevar a cabo se selecciona por cm®; motivo por el que debfa anularse la resistencia a
Cm en la cepa huésped.

Primero, se corrobord que B. subtilis CH1 no fuera resistente a los antibidticos que se usarian
para interrumpir a car. El resultado: B. subtilis CHI es Nm® y SpS. Después, la cepa se llevo al
estado de competencia y se transformd utilizando por separado los plasmidos pCm::Nm y
pCm::Sp. dando lugar a las cepas CH1 Nm® y CH1 Sp® respectivamente. pCm::Nm y pCm::Sp
son plasmidos integrativos que llevan a cabo una recombinacién homologa doble en el locus cat,
evento que conlleva la integracion del gen de cambio de resistencia (Steinmetz y Richter, 1994).
Posteriormente, las cepas de B. subtilis BB80 y CIH1 Nm" s¢ llevaron a competencia para ser
transformadas con el plasmido pSG-Prrad, dando lugar a las cepas B. subrilis SR-1 (BB80 CmP,

amy:Prend-lacZy y B. subtilis SR-1L (CHI Nm®, Cm", amy::Prrnd-lacZ) respectivamente.

Evaluacion de la fuerza del promotor rrnA P2 en E, coli'y B. subtilis.

L.a evaluacion de la fuerza de este promotor se llevo a cabo utilizando a lacZ como gen reportero .
en el vector pSG-Prrnd. Esta construccion se analizo bajo dos fondos genéticos:

a) Como plasmido multicopia en £. coli XL1-blue y E. coli IM101.

b) Integrado en una copia en el genoma de B. subtilis SR-1'y B, subtilis SR-I.

El cnsayo se realizo bajo las siguientes condiciones: cultivos de 50 ml de medio Luria en
matraces bafleados de 250 m! incubados a 37°C y 300 rpm. Las actividades sc determinaron en
fase de crecimiento de cultivo. La evaluacion de las actividades de la B-galactosidasa y el

genotipo de cada cepa se muestran en la Tabla 4.
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Se encontrd que en ambas cepas de £ coli, el
rrnd P2 ifunciona”‘como. “un_ promotor

constitutivo.. Sin embargo, la:comparacién. de

Tabla 4. Actividades de [3-galactosidasa. nuestros resultados con daios de la literatura
Cepas Ul/mgpror no. .es. .sencilla. debido..a . que.ino._ existe
B. subtilis B8O (Anpr hisA glyB) 0.0 homogeneidad en las condiciones de las
determinaciones de actividad = enzimadtica,
B. subtilis SR 12.4
(BB8O Cm®. amy:Prond-lacZ) aunado a que se utilizan veclores con
B. subiilis CH1(Nm*) 00| - caracteristicas diferentes. A parlir de la
compilacidén hecha por Martinez (1997), en la
B. subtilis SR2 (CHI Nm¥, Cm*, 4.2 ) o
any:PrenA-lac?) que compara niveles de actividad para esta
B. subiilis JJ1 (BB8O Cm®, 17,423.0 enzima de datos publicados en la literatura, se
amy:PaprEugaca-lacz) presenta un intervalo de 56 a 316,200
E. coli IM101 0.0 UL/ . ol | Prend P2
; mgprotr. ¥y Si se incluyera al Prrad P2 en
E. coli IM101 pSG-PrenA-lacZ 6,275.8 Berot. Y Y
£ coli X1.1-Blue 0.0 esta compilacion se encontraria en un_ nivel
£ coli XL 1-Blue pSG-PrnA-lucZ 5.621.9 bajo en K. coli. Al ser integrado en una copia

en el genoma de B. subtilis BB80 y CHI Nm®

no se observo actividad de -galactosidasa.

Rudner y cols. (1993) reportaron que Prrnd P2 posee una fuerza media de expresion. Ademas,
Denner y Spiegelmen (1987) encontraron que a diferencia de E. coli, los promotores P2 de B.
subtilis se encuentran regulados por la velocidad de crecimiento, pero que el promotor P2 es mas
activo transcripcionalmente que el promotor P1. De tal forma que en cste trabajo sc esperaba
encontrar una actividad de B-galactosidasa con valores en el mismo orden de magnitud que el
cncontrado con la cepa de B. subtilis BB8O amy::PaprEitgaca (Jan ¢t al., 2001). Cabe mencionar
que cn esta construccién /acZ se encuentra bajo la regulacion del promotor del gen aprEtigaca, y
también se encuentra en una sola copia en el genoma.

Recientemente Murray y cols. (2003), cambiaron las bases +5 y +7 (Cy C por G y G) de la
secuencia del promotor silvestre 718 P2, resultando en la pérdida de la regulacion del promotor

rral3 P2, incrementando casi 6 veces la fuerza de este promotor silvestre. En nucstro trabajo se
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conservo la secuencia silvestre completa de-Prind-P2:-de B sublilis sin mutaciones en:las bases

+5 y +7, y las actividades encontradas en estatesis pana Pn'nA l’2 son dem'lsmdo bajas,

sugiriendo que existe una regulacion ncg,allv'l sobre esle promolon.‘Sm cmbax;,o debe

considerarse que esta expresién.es el xesultado dc una sola copla en el:genoma de B subtilis.

Aunque, tampoco como plasmido mulllcopla se alcaxuaron ]as actlvxd'ldes predlchas pero este

analisis se llevo a cabo en E..coli como: fondo gencuco (Murray el a[ 2003)....

A partir de estos resultados se planted la sustitucion del promotor rrid por el promotor del gen
aprk como region reguladora del operén artificial que se desea construir. Este promotor ya ha
sido caracterizado por Jan ef al. (2001), reportando una multiplicidad de niveles de expresion
variando tanto la sccuencia del promotor, el RBS y el coddn de inicio bajo diferentes fondos
genéticos encontrando incrementos en la fuerza de expresion de hasta 290 veces con respecto al
promotor silvestre en B. subtilis BB80. Estos resultados ofrecicron un alto grado de aplicabilidad
al proyecto ya que aunque prometian expresiones muy fuertes no comprometian ¢l crecimiento
del microorganismo pues su expresion inicia hasta llegar a la fase estacionaria, de esta forma se

decidio el cambio de promotor rrid P2 por el promotor aprfttgaca.

Construccion del operdn artificial completo
El disefio del operén artificial incluyd los siguientes elementos en tandem: el promotor del gen
aprks (Paprk), sitio de unidn a ribosoma (RBS). gen pde, RBS, gen adhBB vy ¢l terminador de la

transcripeion del gen erydild de Bacillus thuringiensis. ver figura siguiente.

PaprE-ttgacal RBS W RBS

Figura 9. Disciio del operon etanologénico que posee seiiales de regulacion que reconoce B, subtilis, y los genes
pde vy adh B de Z. maobilis.

T crytnia
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Primero, cada elemento del operén artificial se amplificé por separado enmarcado por sitios de

restriccion diferentes.
El promotor se amplificod ex1mar¢ado por

sitios de restriccidn:

El gen pdc se amplificé precedido del RBS:

El gen adh se amplifico precedido del RBS y

ademds seguido de la mitad del terminador:

En un segundo PCR se amplifica al
terminador completo. Cabe mencionar que la
construccion de los terminadores debe
llevarse a cabo en partes debido a su alta
complementariedad entre bases,
caracteristica necesaria para la formacion de

las estructuras en orquilla.

BamHl aprFitgaca Fsel

®
Fsel RBS 8bp pde Ascl

.
o

Ascl RBS 8bp adh3 Teryiiid

@

2

Ascl  RBS 8bp «dhtf3 Tervlild licoRl

Después por separado cada clemento se clond en el vector pTOPO-Blunt analizandose cada

construceion por patron de digestidon y por secuenciacion, obteniéndose los siguientes resultados:

Vector Patrén de digestion Sccuenciacién
IpTOPO-aprlitigaca Adecuado Adecuada
IpTOPO-pde Adeccuado Adccuada

P TOPO-adh-terml Adccuado Adecuada

PGS AR
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Se decidié usar-a pUC19 como-vector para la construccion del operon, debido a que.contaba con. .

los sitios tnicos de restriccién necesarios para la clonacion;~ -

El vector pUC-aprEttgaca se construyd a
partir de la ligacion del fragmento de 462 pb,
derivado de la digestion EcoRI-BamHI de
IpTOPO-aprLttgaca; y del fragmento de
2665 pb. derivado de la digestion EcoRI-
BamHHI de pUC19, ver figura 10.

El  vector
construyé a partir -de la ligaci611 del
fragmento de 1731 pb, derivado de Ia
digestion EcoRV-Ascl de IpTOPO-pdc; y
del fragmento de 4719 pb, derivado de la
digestion  Ascl-BamHI/polimerizado  de

pTOPO-adhi-term, ver figura 11.

pTOPO-pdc-adh-term se-

EcoR Fsel

Paprftigaca

== BamHI
- Hincll
lacZ o Pstl
PLK HindI1l
pUC-aprEttgaca
3127 bps

Figura 10, Vector pUC-aprEtigaca.

Ori: origen de replicacion, Ap: resistencia a
ampicilina, lucZ: secuencia o del gen lacZ,
PaprEttgaca: promotor modificado del gen apri,
PLK: sitio maltiple de clonacion,

pTOPO-pdc-adh-term

6450 bps

pde

Figura 11. Vector pTOPO-pdc-adh-term,

Col. EI. Ori: origen de  replicacion, PlucZ:
promotor de [fucZ, pdc: gen de Ia piruvato
descarboxilasa, adhB: gen de In alcoliol
deshidrogenasa, lacZ: sccuencia a del gen lacZ,
Kan: resistencia a kanamicina, Zeo: resistencia a
zcocina,




El vector pUC- aprEttgaca -pdc-adli-term

y pele

(pUC-operdonl) se construyd a partir de la :
ligacion-del fragmento-de 2952 pb, derivado pUC-operoén
S . 6079 bps
de la digestion EcoRlI-Fsel de pTOPO-pdlc-

adh-term; y del fragmento de 3127 pb,
derivado de la digestion EcoRI-Fsel de pUC-

aprEttgaca, ver figura 12,

EcoRl
Figura 12. Vector pUC-operdén.

Posteriormente. se construyeron otros dos nuevos vectores pUC-operdn2 y pUC-operdn3,
cortando y ligando por separado otros dos nuevos [ragmentos de adhiB-term, estas dos Gltimas
construcciones transformadas en E. coli XL1-Blue presentaron actividad de ADHB en cajas
indicadoras de aldehido con p-rosanilina (Ingram y Conway, 1987). Cabe mencionar que en las
construcciones de pUC-operdn, el operon quedd también bajo la regulacion de PlacZ y que si se

descara se podria utilizar IPTG como inductor.

Evaluacion de las actividades de PDC y ADHB, y producciéon de etanol en E, coli XLI-Blue.

Iin la tabla 5 se mucstran los valores de las actividades de PDC y ADIIB, y la concentracidn de
ctanol producida. El ensayo se realiz6 bajo las siguientes condiciones: cultivos en 50 ml de medio
Luria con 20 g/l de glucosa en matraces de 125 ml, incubados a 30°C y 120 rpm, las actividades

se determinaron en fase de crecimiento y la produccion de etanol se evaluo a las 24 h del cultivo.

SRR AL SANE S S

ALY
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Tabla S, Evaluacién- de actividades de’ PDC y ADHB, y produccion de etanol en E. coli
XLI-Blue. ‘

Cepas rnc ADHB Etanol
Ul/mgpror | Ul/mgeror (g/L)
L coli KOI11 0.55 1.28 7.22
XL1-Blue 0.0 0.0 0.0
XL 1-Blue/pUC-operonl * n.d. n.d. 2.05
XL1-Blue/pUC-operon2 0.35 0.44 4,95
XL1-Blue/pUC-operonl 0.40 0.69 5.01

*sta cepa posee una ADHB de Z. mobilis no funcional.
n.d: Actividades no determinadas.

L. coli KO11 es una cepa ctanologénica derivada de £, coli B (cabe mencionar que esta cepa esta
patentada). la cual ha sido ampliamente caracterizada (Ingram er al. 1999).y se utilizdé como
control positivo, £ coli XL1-Blue silvestre fue incluida como control negativo. Las actividades
de PDC y ADHB no se determinaron en XL1-Blue pUC-opcront porqud su velocidad de
crecimiento disminuyd considerablemente. Sin embargo, produjo etanol al parecer utilizando su
propia ADH. Este resultado coincide con lo reportado por otros autores que sélo expresan PDC
de Z mobilis en 5. coli, y obtienen ctanol por la actividad de una ADH endégena, ademas
obscrvaron que la cepa resultante cra especialmente sensible a ciertos tipos de estrés, viéndose
afectado su crecimiento (Brau y Sahm. 1986; Ingram ef «l.. 1987).

Las actividades de ADHB se determinaron con un paquete celular fresco, para PDC se utilizé un
paquete celular que se almacend 20 h a 4°C; parece que este tipo de almacenaje no fue ¢l mas
adecuado porque la actividad de PDC para KO11 usualmente es de 0.90 Ul/mgpror. Las actividad
de PDC y ADHB para KO11 fue 38 y 86% mayor que pUC-operén3 respectivamente, cn
consecuencia a las 24 horas del cultivo KO11 produjo 44% mas de etanol que las cepas derivadas

de XL1-Blue.

T

:
; R




Por otra parte, estos resultados nos indican: que las enzimas PDC y ADH tienen actividad, y
confirman que la' via etanologénica es funcional desvi'mdo el flujo de carbono hacia la

produccién de elanol in.vivo, lo que: lmphca que. el opcron construido es acllvo en E. coli XL1-

Blue. Al observar la 1unc1onalld'1d del opc:lon se demdlo entonces construir pSG apr Eltg,'lca-pclc-

AdRB-term, -

Construccion del pl:’lsmido pSG-BFAE a partir de pSG-PLK

pSG-BFAE conserva las regiones del gen amy, las resistencias a Cm y Ap, origen de replicacion
para E. coli, pero se eliminan de pSG-PLK, la region PLK y el gen /acZ sustituyéndose por un
pequeiio polilinker, que consta de 4 sitios de restriccion: BamHl, Fsel, Ascl, EcoRIl (BFAE), para
poder clonar e integrar cualquier sccuencia enmarcada por cstos sitios; ademas, cste es un
plasmido mads pequeiio (6681 pb) en comparacion con pSG-PLK (9712 bp). pSG-BFAE se
construyé haciendo un PCR que amplificara rodeando a pSG-PLK iniciando desde el término de
laucZ hasta el inicio del PLK (ver figura 13 A). Después el [ragmento amplificado se cortd con

Ascl y se ligd sobre si mismo dando lugar a pSG-BFAE (ver figura 13 B).

B lEAFB

amyl’
Cm

amyl3
SG-PLK
P pSG -BFAE /P
6681 bps

9709 bps
Col. ] Ori

Figura 13. Construccion del vector pSG-BFAE.

A, La linea punteada muestra al fragmento amplificado por PCR, las flechas que se unen a la linea punteada
simbolizan ¢l lugar donde alinean los oligonucledtidos, las letras subrayadas muestran los sitios de restriecién
incluidos en éstos. B. Vector pSG-BFAE, después de Ia ligacién sobre sf niismo, . -
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Construccion del'plasmido pSG-aprEttgaca-pdc-adh B-term.

El "vector” pSG-uprEttgaca-pdc-adh B-terim
(pSG-operdn) sc construyé a partir de la
ligacion del fragmento de 3381 pb, derivado
de la digestion EcoRI-BamHI de pUC-
operon3; y del fragmento de 6631 pb,
derivado de la digestion EcoRI-BamHI de
pSG-BFAL.

siguientes caracteristicas: a) tiene un origen

pSG-operéon  posee . las

de replicacion para E. coli, b) es un plasmido
suicida para B. subtilis pues no presenta
origen de replicacion para esta bacteria, lo

que favorece su integracion en el genoma de

e
" ?L\\"E
Fsell.} ” , BamHI

a/%

Ap

Pstl

pSG -operon )
10040 bps ort

EcoRlI

Figura 14, Veetor pSG-operon.

B. subtilis: c) cuenta con dos regiones del gen amy que se requieren para llevar a cabo una

recombinacidon homologa doble, d) cuenta con resistencias a ampicilina y cloramfenicol, y ¢)

tiene ¢l operon artificial construido: PaprEttgaca-pdc-adh B-TceryllIA, ver figura 14,

Evaluacion de la funcionalidad del operon en E. C()Ii/pUC-opcr(')n y E. coIi/pSG-obcr()n

Se evalué la actividad de PDC, la
produccién de ctanol y el rendimiento
ctanol/glucosa (Yronae) de las cepas de E.
colilpUC-operén v . colilpSG-operon, a
partir de cultivos con 50 ml de medio Luria
suplementado con 20 g/l de glucosa en
matraces de 125 ml, incubados a 30°C y
120 rpm. Las actividades se determinaron
en lase de crecimiento y la produccion de
etanol sc evalud a las 24 horas de iniciado

el cultivo (tabla 6).

Tabla 6. Evaluacion de actividad de PDC y
- produccién de etanol.

Cepas M PDC Eta- Y

thH (Ulimg nol BIOHL Gl
prot) (/1)

KOI1 0.64 0.66 6.40 0.33

XL1-blue 0.35 0.0 0.0 0.0

XL1- 0.39 1.11 5.55 0.38

blue/pUC-

operon

XL1- 0.32 1.76 6.95 0.42

blue/pSG-

operén

u velocidad especifica de crecimiento. £, coli KOI1
se utiliz6 como control positivo, £. coli XL1-Blue
silvestre se incluyo como control negativo.
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La- electroforesis~ en " gel ~poliacrilamida-

dodecil sulfato de sodio muestra que XL1-

blue silvestre no presenta la banda

. T 06 el
correspondiente a PDC (62.3kD), que en los ‘No'hay AR

bandas - & e -
otros carriles se observa de forma clara y e T
definida, ver figura 15. ¥ e D i e

) [ PR R ‘m, WakpanaPt }
S e b d

Figura 15, Electroforesis en gel de poliacrilamida.
Carriles  1-4:  extractos protéicos de  XLI-
blue/pSG-operén  (clonas 10y 4) y XLI-
blue/pUC-operon (clonas 3 y 2). Carril 5: E, coli
silvestre (control negativo), Carril 6: Marcador
de Peso. Carril 7: E. coli KO11 (control positivo).

Cabe mencionar que en la labla 6, la actividad especifica para PDC que sc reporta es 3 veces
mayor que el promedio reportado en la tabla 5 para pUC-operdén 2 y 3; pero como ya se
menciond, las actividades reportadas en la tabla 5 sc evaluaron a partir de paquetes celulares
previamente conservados en congelacion, aunado a que las actividades PDC se determinaron
llevando a cabo un tratamiento térmico indicado en el ensayo, tratamiento que no se llevo a cabo
en las actividades de PDC reportadas en la tabla 6, en su lugar sélo se substrajo la actividad
inespecifica encontrada en la cepa silvestre, a la actividad encontrada en la cepa recombinante.
XL 1-Blue/pUC-operon se incluyd como comparacion de dos diferentes vectores que poseen al
mismo operon, En este sentido. puede observarse que, aunque pUC-operdn es un plasmido de
mayor niimero de copias que pSG-operoén, XL1-blue pSG-operdn posee mayor actividad de PDC
que XL1-blue pUC-operon; de hecho, el gel de analisis de proteinas también coincide con este
resultado observindose las bandas pertenccientes a pUC-operéon mds tenues que las
correspondientes a pSG-operén, ver figura 15,

Las cepas modificadas crecen de manera similar a la cepa silvestre, lo que indica que la presencia

del plasmido no ocasiona un problema de carga metabdlica. El oper6n construido es funcional ya
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que una cepa que originalmente no es etanologénica llegdzipfoducif etanol al contener el operdn
construido cn este trabajo, y aunque XL1-Blue no es »l.};n:ﬂ ceparobusta de pl:gducrcic'm de proteinas
recombinantes, la cantidad de etanol producida es comparable con la cantidad obtenida en KO11,
De hecho, el rendimiento etanol/glucosa sc acerca aﬁl“lcc'n'fic‘o ‘en. XL1-blue pSG-operdn (Yeoivai
teérico = 0.5). s » '

Obtencion de la cepa etanologénica de B. subtilis.

El operén artificial construido se integrd en una copia en el genoma de B. subtilis, analizado en
dos diferentes fondos genéticos: cepa con interrupciones-supresiones en las 7 proteasas
mayoritarias (8. subtilis CH1 Nm®), y cepa con una mutacién en el regulador negativo Hpr del
promotor de la subtilisina (B. subtilis BB82).

Sc seleccionaron tres colonias de cada fondo genético: amilasa negativo y resistente a
cloramfenicol, pero ninguna de las scis colonias produjo ctanol.

Como ya se menciond la integracion del operon se lleva a cabo por medio de una recombinacion
homologa doble en el locus del gen amy. A este respecto cabe seiialar, que el cvento de la
recombinacion existe en B. swbtilis cuando éste se encuentra en estado de competencia, pero
también este microorganismo cn estado de competencia puede llevar a cabo otros eventos, como
tomar fragmentos de DNA extrafio e incorporarlos a su genoma de forma azarosa, que
posiblemente le conferiran un ventaja para sobrevivir (por ¢jemplo, puede pasar de auxotrofias a,
prototrofias).

Otro factor que afecta directamente a la recombinacion son las mutaciones hacia abajo del
plasmido que se pretende integrar, por tanto la heterogeneidad en la poblacion del plasmido,
provocada por la inestabilidad del mismo, seran cvidentemente deletéreas en el cvento de
rccombinacion. Por ende. una recombinacién exilosa depende de variables conocidas y
desconocidas. por lo que serd necesario hacer un monitoreo amplio de las cepas transformadas en
un evento de recombinacion.

La expresion de proteinas heterdlogas depende de cventos concretos y que estan de alguna
manera concatenados en varios niveles: como el replicativo, transcripcional, traduccional, entre
otros. Ahora bien, si en el momento de obtener una cepa recombinante en la que los principales

indicadores demuestran ser correctos, pero no se obtienc la proteina recombinante de interés o el
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producto deseado de ésta, el investigador deberd hacer una revision o andlisis concienzudo de los

elementos de critica con los que cuenta; una estrategia también puede ser la” eliminacion o -
disminucion de variables, esto denotaria la variable afectada, : ;
En cada nivel se puede obtener informacidn o elementos de discernimiento. para-encontrar el

problema en la expresién de proteinas heterélogas:

A nivel replicativo: integraciéon correcta denotada por un PCR—ra—ljyal'Lir'dé‘crQll}OASQOillial;A_ﬁs1'{COmO;,r,,
la secuenciacion del PCR. Y  > .

A nivel transcripcional: analisis de la posible formacién dga;esrtru‘él'uras sc;:‘u_ndarl_asrzf:n ,,¢1'111RNA’ :
El RT-PCR y el PCR en tiempo real podrian proporcionar informacién i‘mp‘o"x"tarnté:,iik cci'qa‘dc‘l'os‘
mensajeros. : .

A nivel traduccional: andlisis de uso preferencial de codones, andlisis de la expresion de proteinas

en un gel de poliacrilamida, y la evaluacién de las actividades enzimaticas. :

A nivel bioquimico: percepcion de la célula como un ente que se rcordena tratando de conservar

una homeostasis para poder sobrevivir. Este nivel presume de un anéliSis particular del

microorganismo que se manipula.

Obtencién de cepas derivadas de B. subtilis con enzimas PDC y ADH funcionales.
Nuevamente se llevd a_cabo la integracion del operén.artificial en las mismas cepas antes
analizadas: B. subtilis CH1 Nm" y. B. subtilis BB82. Las colonias transformadas se seleccionaron
por la resistencia a cloramfenicol, se midio la actividad enzimatica de PDC en un mayor niimero
de colonias encontrando lo siguiente:

Se analizaron 23 colonias derivadas de B. subtilis CH1 Cm® sin importar que fueran amy (+),
aunque la mayoria lo fucron. Tres colonias tuvieron actividad de PDC, dos dec cllas fucron amy
(). ¥ una amy (-) ésta Gltima se denominé B. subtilis SR1, ver tabla 7.

Tambicn, sc analizaron 54 colonias derivadas de B. subtilis BB82, de las cuales 52 colonias
fucron amy (-). encontrandose que sélo una tenia actividad de PDC, con un fenotipo amilasa

negativa que se le denomind B. subtilis SR2, ver tabla 7.




50

Tabla 7. Evaluacién de las actividades enzimiticas de PDC y ADH en cepas derivas de B,
subtilis L : '

Cepas - I’bC — T ADII — T ArmiIasAa: -
(Ul/mgpror) (Ul/mgpror) ;

CH1 Nm" 7 0.230 0.328 )
CHINm® 19 0.448 0.000 )

B. subtilis SR1 0.281 0.344 )

B. subtilis CH1 Nm® 0.000 0.000 +)

B. subtilis SR2 0.672 0.359 &)

B. subtilis BB82 0.000 0.000 Q)

E coliKO11G 0.635 0.500

Todas las actividades se determinaron a partir de cultivos en tubos dc ensaye de 16X 150 con 6 ml
de medio Schaeffer Cm®, a 37°C y 300 rpm. Las células se cosecharon a las 20 h de iniciados los
cultivos. £. coli KOI1 se incluy6é como control positivo y, las cepas silvestres de B. subtilis CH]1
Nm® y BB82 como controles negativos.

En 2001, Jan y cols., reportaron que la cepa JJ2 (BBSQ amyE::PaprEugacallacZ cat) tenia dos
veces la actividad de [B-galactosidasa de la cepa-JJ1 (BB80 amyL::PapritigacallacZ cat),
resultado que coincide con lo encontrado en este trabajo: la cepa SR2 (BB82, Cm®,
amy:PaprEvgaca/pde/adh/Tervitl) tiene dos veces la actividad de PDC de la cepa SR1 (CHI
Nm®, Cm®, amy::Paprlstigaca/pde/adh/Terptil); aunque sdlo se observo que la actividad de ADH

de la cepa SR2 es ligeramente mayor que la de SR, ver tabla 7.

Produccion de Etanol in vitro

Este cnsayo se diseiio para saber si B subtilis posee los cofactores, y ademds en las
concentraciones necesarias, para que PDC y ADH de Z mobilis puedan ser enzimas funcionales
in vivo. El ensayo se planteé para producir ¢l doble de la concentracion minima cuantificable por
¢l cromatografo de gases (0.2 g/l), y por esto se observan cantidades pequefias de - etanol

producido en las tablas 8 y 9.




Primero se procedio-a la-estandarizacién de'la técnica, utilizando-a-£.- coli KO1'1 como control

positivo e incluyendo todas las reacciones (A-N), ver apéndice C.

Tabla 8. Estandarizacion del ensayo para producir ctanol in vitro

Reuc- A B C D 1 ¥ G 1 | K K i LL M N
1ivos

Gluco, | oee-- N -] - N - N - R e N - N | - X
Piruvat . | ----- X N | o----- N - N | o ----- N [ ------ Al e b
NADIL | eooee | cooee | emee | e | ceeee N X N N hY AN X X X X
10 K Tl el N N - X N X hY X X hY X
ADHL | ceee [ e Ol I R et IRl H M X N X A R
Eixtract N N X N X hY N X X X L e R Bl
celular

-0l 00 0.0 0.0 0.0 00 044 ] 024 G40 [ 023 | 052 024 024 ] 023 | 024 | 023
(el

Tras el andlisis de los resultados de la tabla 8, se vislumbréd la posibilidad de que ¢l NADH
tuviera etanol. probablemente debido a su proceso de purificacién que incluyera etapas con
solventes como etanol. Para comprobar esta hipdtesis, se analizd una muestra con el NADH
disuelto en el amortiguador de enzima en la concentracion final del ensayo, evidenciandose que cl
NADH tenia 0.21 g/l de etanol, cabe sefialar que también podria tratarse de algin otro compuesto
cuya sefial coincida con el tiempo de retencion correspondiente al etanol en ¢l cromatdgrafo de
gases. Este resultado, nos refiere una concentracion de etanol alrededor de 0.23 g/l como ruido
del ensayo. En este ensayo £. coli KO11 no pudo producir etanol a partir de glucosa, al parecer la
actividad de glucocinasa ¢s baja o nula y se requicren las membranas para que pueda ser
fosforilada y pueda entrar a glicolisis. £ coli KO11 no pudo producir etanol in vitro, si no hay
NADH. En contraste. KO11 puede producir etanol en presencia de NADH, aunque no se adicione
1TPP. sugiriendo que las cantidades de TPP que la PDC necesita se encuentran en la célula

huesped. La adicion de ADH exdgena beneficid el flujo hacia la produccion de ctanol, ver tabla 8.

Después, se incluyd en el ensayo para produccion de etanol in vitro a la cepa B. subtilis SR2
(cepa que presenta actividades enzimdticas de PDC y ADH), como control positivo a E. coli
KOIl y como control negativo a B, subtilis BB82, ver apéndice C. La tabla 9 muestra los

resultados del ensayo.




Tabla 9. Evaluacion de la produccidn de ctanol in vitro de B. subtilis SR2.

Reactivos A C D [ H J

Glucosa ] mmmem | mmeme | coeee [ wmaen | meeee | meeeee
Piruvato X X X X X X
NADH T e X X X
Y S Bt X | - X X
ADH ] aaea- X | e | e | e X
Extracto celular X X X X X X

L. coli KO11 Et-OH (p/1) 0 0 0] 039 044 | 049

B. subtilis SR2 Et-OH (g/h 0 0 0 029 0271 0.43

B. subtilis BB82  Et-OH (g/1) 0 0 0] 025 0.26{ 0.23

En la reaccion J de B. subtilis SR2, se observa que si sc agrega ADH exoégena es suficiente para
que pucdan canalizarse esqueletos de carbono (piruvato) hacia la produccion de etanol,
invariablemente siendo funcional PDC; si no hay PDC no es posible obtener etanol, atn
agregando ADH exdgena, esta produccion de etanol como es el caso de B. subtilis BB82, ver
tabla 9.

Aunque en la reaccion F de B. subtilis SR2 la cantidad de etanol obtenida es casi nula, aunado al
resultado de la reaccidn J; la hipotesis, de que la expresion de las enzimas era todavia baja en la
ctapa de crecimiento del cultivo de cosecha, se ve favorecida.

Il ensayo denoté que TPP, cofactor necesario para la funcionalidad de PDC, estd presente en la
concentracion necesaria para esta enzima, por lo que PDC puede ser funcional bajo el abrigo de
B. subtilis. Mironov y su grupo han estudiado la sintesis y regulacion de TPP en B. subtilis, y al
parecer e¢s un cofactor que se sintetiza en cantidades adecuadas y participa en numerosas vias
metabdlicas (Mironov ef al., 2002).

Se demostré que B. subrilis SR2 puede producir etanol in vitro, pero que al igual que E. coli
KO11 requiere la regeneracion de NADH. NADH es un cofactor ubicuo, existen reportes que
denotan su papel en el equilibrio redox de B. subtilis (Cruz-Ramos et al., 2000; Nakano ¢f al.,
1997). también se conoce que ticne un recambio clevado y que muchas enzimas compiten por su
utilizacion. de manera que no es de extrafiarse que sea fAcilmente agotable si no se regenera
ripidamente. De esta forma el excedente necesario para que B. subtilis SR2 o E coli KOI11
puedan producir etanol in vitro no implica que haya un déficit de NADH in vivo, y que en

consecuencia ADH no cuente con el NADH necesario para ser funcional.
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Evaluacién de las actividades enzimdticas PDC 'y ADH de Ias cepas B. subtilis SR1 y B.

subtilis SR2 en prcscnbiu de glucosa,”

Tabla 10. Efecto de Ia g‘l.u‘c(')su sobre las actividades de PCD y'ADl'lbn B. subtilis, cepas SR1

Cepas PDC- ~ADH:-
(Ul/mgrron) (Ulfmgpror)

B. subtilis SR1 0.13 "0.13 sin glucosa
B. subtilis SR1 0.19 0.17 con glucosa
B. subtilis CH1 Nm" 0.0/0.0 0.0/0.0 sin/con glucosa
B. subtilis SR2 0.41 0.31 sin glucosa
B. subtilis SR2 0.30 0.25 con glucosa
B. subtilis BB82 0.0/0.0 0.0/0.0 sin/con glucosa

En la tabla 10, puede observarse que la presencia de glucosa hay actividad de ambas enzimas. Sin
embargo, puede disminuir la expresion de las enzimas PDC y ADH (8. subtilis SR2), pero la cepa
B. subtilis SR1 parece no verse afectada por la presencia de glucosa, aunque estos resultados

todavia deben confirmarse en fermentadores.

Evaluacion de la produccion de etanol de las cepas B. subtilis SR1 y B. subtilis SR2.

Sc cvalué la capacidad de produccion de etanol de las cepas B. subtilis SR1 y B. subtilis SR2,
incluyendo a B. subtilis cepas CH1 NmR y BB82 como controles negativos, a partir de cultivos
en tubos de ensaye de 16X150 con 6 ml de medio Schacffer Cm® suplementados con 20 g/l de
glucosa. incubados a 37°C y 300 rpm. durante 48 h; con una nueva adicién de glucosa (20 g/l) a
las 24 h de iniciado ¢l cultivo, se determiné etanol a las 48 hrs. En concordancia con los
resultados de actividad. B. subtilis SR1 produjo 0.8 g/l de ctanol y B. subtilis SR2 produjo 1.4 g/l,
las cepas B. subtilis CH1 NmR y BB82 no produjeron ctanol ain en presencia de glucosa. Cabe
mencionar que bajo eslas condiciones de crecimiento, ambas cepas produjeron una cantidad

considerable de acetoina, B. subtilis SR1 produjo 6.5 g/l y B. subtilis SR2 produjo 10.2 g/l
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anteriormente se ha reportado, que el acetato y la acetoina se producen cn cond'ic\ione:s,anherobids :
bajo respiracion de nitratos, cuando el nitrato se encuentra en altas cgnge;ﬂrqg@g?é (Nakano et
al., 1997; Espinosa-de-los-Monteros ef al., 2001); y las condiciones del ensayo fueron diferentes.
Ahora bien, este resultado indica que parte del esqueleto de carbono se dirigé hacyia,la formacion
de acetoina, csto sugiere que si sc interrumpiera esta via que compite por el piruvato podria
redirigirse el {lujo de carbono hacia la formacion de etanol, ver figura 3.

Sc confirmé la capacidad productora de ctanol de la cepa B. subtilis SR2, incluyendo a B. subtilis
BB82 como control negativo, a partir de cultivos con 50 ml de medio Schacffer en matraces
bafleados de 250 ml, incubados a 37°C y 300 rpm durante 72 h, con adicion de glucosa (20 g/l) a
las 24 h de iniciado el cultivo, obteniéndose 1.0 g/l a las 48 h, muestras a tiempos mayores (72 h)
proporcionaron menor cantidad de ctanol (0.8 g/I) sugiriendo que parte del etanol se evapora en
estas condiciones. La cepa B. subtilis BB82 no produjo etanol. Estos resultados indican que es
necesario llevar a cabo estudios de parametros de cultive a escala de fermentador para evaluar la
capacidad que SR1 y SR2 tienen para convertir glucosa en ectanol. Cabe mencionar que
nuevamente se detecto la produccion de acetoina: B. subtilis SR2 produjo 1.6 y 1.8 g/l alas 48 y
72 h. mientras que B. subtilis BB82 produjo 5.6 y 3.8 g/l a las 48 h y 72 h. Si sc observa la
produccién de acetoina, en B. subtilis BB82 respecto a la de B. subtilis SR2 a las 48 h, se
evidencia la direccidn mayoritaria del flujo de carbono en la cepa silvestre BB82, siendo que en la
cepa modificada SR2 existe una competencia por el piruvato . entre dos. enzimas, PDC y
acctolactato sintasa (ALS), de forma tal que se produce etanol y acetoina, este hecho hace
cvidente que la posible interrupcion . de acetolactato sintasa podria aumentar la produccion de
ctanol.

Aungue 1.0 g/l de etanol podria considerarse una concentracidn baja, comparada con la
produccion de ctanol que alcanza cepas derivadas de E. coli con plismidos multicopia o con
mutantes clanologénicas de £, coli que tienen integraciones en cromosoma (Ingram ef af., 1991),
debe considerarse que se encuentra en una sola copia en el genoma de B. subiilis, y que ain es
perfectible.

Otros grupos han intentado capacitar para producir etanol a bacterias gram positivas, usando los
genes de pde y adh de Z. mobilis pero no han tenido resultados exitosos, atribuyéndolos a las

posibles dilerencias entre bacterias gram positivas y negativas, en evenlos como transcripcién,
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traduccion o degradacion de proteinas:(Barbosa y Ingram, 1994; Gold et al., 1996; Nichols et al.,
2003). Otros autores plantean la posibilidad de aumentar la diversidad de rbag'tc‘(iqu(ggxppr:l:qrsj
gram positivas) que puedan scr[niddiﬁcadas para producir altos niveles de etaxlol, u_tili'z.anydo

genes de pde de bacterias -Gram pdsilivas como Sarcina ventriculi, (Talarico et al.; 2001). :
Nuestros resultados demuestran que bacterias gram positivas como B. subtilis puedeﬁ‘producir

ctanol via la expresion de las enzimas PDC y ADH de Z. mobilis (una gram-negativa).

Es importante sefialar que este trabajo demuestra, por primera vez, que puede obtenerse una cepa

productora de ctanol derivada de B. subtilis, ademds sienta las bases para que se lleven a cabo

estudios conducentes a mejorar las cepas ctanologénicas derivadas de B. subtilis y realizar

estudios de fermentacion con las mismas.




CONCLUSIONES

Por primera vez, mediante técnicas de DNA recombinante, se obtuvo produccién de ctanol en
cepas derivadas de B. subtilis; hecho especialmenlé meritorio es que cuentan con una mayor
estabilidad genética, pues el operon 'elaliologéliico se integrd en una copia en ¢l genoma de 8.
subtilis. S

Las enzimas PDC 'y ADHB de Z mobilis pueden ser expresadas como enzimas funcionales in
vivo por las cepas B. subtilis SR1 (CH1 Nm®, Cm®, amy::PaprEtigaca/pde/adh/Vayill) y B.
subtilis SR2 (BB82, Cm"®, amy::PaprEugaca/pdc/adh/Tervill); lo que indica que las sccuencias
reguladoras a nivel transcripcional y traduccional (secuencias consenso o silvestres), utilizadas en
la construccion del operén artificial construido fueron reconocidas y utilizadas correctamente por
dos fondos genéticos diferentes de B. subiilis. Ademds, se obtuvieron actividades especificas de
las enzimas PDC y ADHB comparables con cepas etanologénicas derivadas de E. coli que poscen
plasmidos multicopia.

La construccion del operdn etanologénico en tandem, manteniendo los espacios conservados
entre todos sus elementos, permite la integracion de una via metabdlica funcional completa.

Ll promotor rrand P2 funciona como un promolor constitutivo pero de fuerza baja en E. coli,
mientras que integrado en una copia en el genoma de B. subtilis no se observod actividad, lo que
sugiere que el Prrad P2 pudiera encontrarse bajo una regulacion negativa.

La cepa B. subtilis SR2 posee una mutacion en cl regulador negativo Hpr, éste ocasiona que el
nivel de expresion de todas las proteasas se incremente, aunado a que la cepa SR2 posee casi
lodas sus protecasas extracelulares funcionales. La cepa B. subtilis SR1 tienc interrumpidas sicte
proteasas mayoritarias, pero posee un regulador negativo Hpr f(uncional, lo que ocasiona
disminucién de la proteolisis. De manera tal, que el fondo genético de B. subtilis SR2 favorecio la
expresion de pde y adh, pero parece que no su proteolisis; en comparacion con el fondo genético
de B. subrilis SR1. en el que la expresion se vié levemente disminuida, al parecer por el regulador

negativo Hpr funcional.




PERSPECTIVAS

Caracterizar el ‘crecimiento, actividad enzimdtica:y formacion  de productos de las cepas

ctanologénicas B. subtilis SR1'y B. subtilis SR2, bajo condiciones de fermentacioén.

Conducir.estudios - de . optimizacién - de - pardmetros, medios. de cultivo . y. condiciones . de..
fermentacién (T, pH, alimentacion de azicares) para incrementar el nivel de produccion de ctanol

y la conversion de glucosa en ctanol en las cepas B. subtilis SR1 y B. subtilis SR2.

Desregular mediante estrategias de cultivo (p. ej. uso de medio mineral) o moleculares el

promotor de aprE para tener una expresion constitutiva de PDC y ADH.

Con el propodsito de incrementar la actividad enzimatica de PDC y ADH, generar mutantes para

tener varias copias de PaprEttgaca-pdc-adh-term en el cromosoma.

Considerar el disefio de otro operdn etanologénico utilizando un promotor constitutivo‘y fuerte, o
bien. una combinacion de promotores uno en fase de crecimiento, otro en fase estacionaria y otro
en esporulacion, inclusive podrian utilizarse en tandem. La utilizacion de promotores ribosomales
serfa una buena opcion, pero debe tomarse en cuenta que estdn regulados por velocidad de
crecimiento y condiciones de astringencia; ademas, pueden en un momento dado proporcionar
problemas de carga metabodlica si es muy fuerte su expresion, aunque ya se ha reportado que

puede modificarse su regulacion.

Con el fin de eliminar la sintesis de compuestos que compiten con la disponibilidad de esqueletos
de carbono para forma el etanol, considerar el disefio de un operon que ahora se integre en el
locus del gen «lsS que codifica para la acetolactato sintasa, y que inclusive quede bajo la

regulacion del promotor de este gen.
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APENDICE A. Ensayo Enzimiitico de PDC

Reaccion - =
TPP . NADH

Piruvato > Acetaldehido+ CO, > Etanol + NAD"
(PDC) (ADI)

Preparacion de reactivos
1. Solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.5

Cantidad Compuesto PM Molaridad
6.90g Nal,PO, H0 137.99 0.05M

Disolver 6.9g en agua destilada, aforando a 1 L. Antes de aforar ajustar el pll a 6.5 con NaOH -
50%

2. Amortiguador de permeabilizacién
AdlClOllal a 100 ml de la solucién amortiguadora de fosfatos pH 6.5, los siguientes compuestos
para hacer 100 ml del amortiguador de permeabilizacion.

Cantidad Compuesto PM Molaridad
0.02033g MgCl: 6H,0 203.31 1mM
0.04608g Tiaminpirofosfato (TPP) 460.8 ImM

3. Cloroformo
Tomar cloroformo fresco en un tubo de 18X150. Usar una pipeta Pasteur con bulbo para
adicionar gotas de cloroformo.

4. Amortiguador dc enzima

Cantidad Compuesto PM Molaridad
9.7620g MES 195.24 50 mM
1.0165¢ MgCla 6HA0 203.3 5SmM

Disolver MES y MgCl> 6H>0 en agua destilada aforando a | L y ajustar. el pH a.6,5 con KOH
43%. El amortiguador de enzima puede guardarse en refrigeracion y antes del ensayo sacar a
temperatura ambiente ¢l volumen que se vaya a necesitar,

Los siguientes reactivos se deben preparar justo antes del ensayo.

PIRUVATO: 100 mM (PM = 88)

Disolver 0.011g en 1 ml de amortiguador de enzima.

NADH: 3 mM (PM = 709.4)
Disolver 0.0021¢g en 1 ml de amortiguador de enzima.

TPP (tiaminpirofosfato o cocarboxilasa); 2 mM (PM = 460.8)
Disolver 0.0009 g en 1 m! de amortiguador de enzima.

ADH (alcohol deshidrogenasa); 200 U / 0.1 ml amortiguador
Disolver 0.0007 g en 0.1 ml de amortiguador de enzima.
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Procedimiento de permeabilizacion

Verificar la DOgo de un cultivo fresco, usando el mismo medio que se usé para el cultivo como
blanco, Coscchar 1 ml de una suspension celular de una DOggo de 1. Centrifugar esta suspension
durante 2 min a 12000 rpm.

Lavar dos veces el paquete celular con 1 ml de amortiguador de permeabilizacion.

Resuspender el paquete lavado en 0.1 ml de amortiguador de permeabilizacidn.

Adicionar 2 gotas de cloroformo y mezelar vigorosamente por 15 s en un vortex, Muclal en la

velocidad mas alta por 15 s (3 ciclos de 4s de mezclado y 1s de descanso).
Después adicionar 0.9 ml de amortiguador dc permecabilizacion y mezclar suavcmenlc por .
inversion 10 veces.

Mezcla de ensayo
Medir y depositar los siguientes reactivos en una celda de 1 cm de paso.

Compuesto Conc. final Volumen (uL)
NADH: 3 mM 0.15mM 50
TPP: 2 mM 0.1 mM 50
PIRUVATO: 100 mM 5.0 mM 50
ADH: 200U /0.1 ml 10U 5
Amortiguador 745
Extracto celular 100

Usando un parafilm mezclar por inversion. Después de mezcl’mr, deter mmal la-absorbancia a 340
nm por 3 min en un espectrofotémetro.

CALCULOS.

Actividad volumétrica

Uenzima/ml = [delta AJ40/I]]II'I)\]]/[6 2X0.1]

1 = volumen de reaccion

6.22 = coeliciente de extineion milimolar del NADH a 340 nm.
0.1 = volumen en mililitros del extracto celular usado. '

Actividad especifica
W/mgpror = (Actividad volumétrica) / (imgpror/ml)
MEpPRe y|'/n]l = DO(.()U x 0.23

Eliminacion de actividades inespecificas
A la actividad especifica resultante de las cepas problema restar o eliminar la actividad cspecxhca
de la cepa silvestre.

Referencias.,
(Conway er al., 1987a; Hoppner ef al., 1983; Neale et al., 1986).
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APENDICE B. Ensayo Enzimstico de ADH
Reaccidn:

Etanol + B-NAD® 9 Acclaldehldo + B-NAD]I + Il

Permeabilizacion de células:

Reactivos:

A. Solucién Stock del Amortiguador (MES)-KOH pH=6.5
Cantidad Compuesto PM Molaridad
3.901g (MES)-KOH 195.24 20 mM
0.407g MgCly61H:0 203.31 2 mM
2.992¢ NaCl 58.44 50 mM

Se disuelven las sales en poco menos de un litro de agua destilada, zuustando el plI a 6. 5 con
KOH al 45% y se afora a un litro con agua destilada.

B. Amortiguador de Cosecha.
Il amortiguador de cosecha se prepara de forma fresca, para preparar 100.ml del mismo, se
adicionan los siguientes compuestos a 100 ml de la solucidn- stock del -amortiguador (MES)-

KOH pH 6.5.

Cantidad Compuesto PM Molaridad
0.1762g Col306 176.2 10mM L-4cido ascérbico
0.0196g Fe(NH4)2(804)2 392.1 0.5mM

C. Amortiguador de permeabilizacion
A 10 ml de amortiguador de cosecha se le adiciona 10 mg de lisozima.

D. Cloroformo
Se toma de forma fresca un poco de clorofomro en un tubo de ensayo de-18X150..Se usa una
pipeta Pasteur y un bulbo de plastico para adicionar el cloroformo.

Procedimiento de Permeabilizacion:

De un cultivo fresco (12, 16 0 24 h, segun el caso) se mide la DOggp. Usando ¢l mismo medio que
se utilizo para el cultivo (enfriado previamente en hielo), se ajusta la DOggg @ 1 y se cosecha | ml
de tal suspension celular, se centrifuga 2 min. a 12000 rpm. La DO se midié en un
espectrofotometro usando celdas de plastico de 1 ml y usando el medio apropiado como blanco.
Se lava dos veees los paquetes celulares con 1 mi de amortiguador de cosecha.

Se resuspende el paquete lavado en 200 pl. de amortiguador de permeabilizacion.

Se adicionan 2 gotas de cloroformo y se mezela vigorosamente en un vortex por 15 s (mezclar
con velocidad 3. 3 ciclos de 4 s de mezclado y 1 s de descanso).

Se incuba en hiclo durante 10 min, después se adiciona 0.8 ml de amortiguador de cosecha frio y
se mide la actividad inmediatamente sin almacenar las muestras.
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Reactivos: .

1. Amortiguador de enzima; 30 mM tris/HCI :
Cantidad Compuesto- ~PM- -Molaridad=-
3.63g Trizma base 121.15 30mM

Se disuelve Trizma base en agua destilada, se ajusta ¢l pHa 8.5 con HCl y se aforaa 1L~

2. Etanol en tris 1M (etanol PM=46.0, densidad=0.8) '
0.288 ml de etanol absoluto (100%) por 5 ml de Amomguadm de cnzmn o

3. NAD+ 20 mM
0.0133g /1 ml de tris Amortiguador

Notas:

21 Amortiguador de enzima puede conservarse en relrigeracion y llevarse a temperatura ambiente
antes del ensayo. La solucion B debe prepararse fresca el mismo- dia del ensayo porque los
componentes de esta solucién pueden oxidarse facilmente. El NAD+ es inestable y debe
mantenerse en hielo y usarse después de prepararse.

Procedimiento:
Mezcla del ensayo: Pipetear los siguientes reactivos en una celda de'lem de tmycclo de luz.
Solucion Concentracion final en Volumen
la mezcla del ensayo nL
NAD+ 20 mM 1| mM 50
Etanol 1 M 850
Extracto celular 100

Se usa parafilm para mezelar por inversiéon. Después de mezclar, monitorear la absorbanciaa 340
nm por 3 min en el espectrofotémetro Beckman. Usar el método cinético para monitorear a 340’y
obtener la diferencia de absorbancias a 340 por min calculando la velocidad linear de la curva.

Cilculos:
Actividad volumétrica:
Upnzinia/ml = J(delta Azye/min) X 11/ [6.22X0.1]
1 = volumen de reaccion
0.22 = coeficiente de extincion milimolar de NADH a 340 nm
0.1 = volumen en ml de extracto celular usado.
Actividad Ls‘pucif'ca’
Ul/mgpror = DOgpo X 0.23

Referencias.
(Conway et al., 1987b; Mackenzie ef al., 1989; Neale e al., 1986)




APENDICE C. Ensayo para Producir Etanol in vitro

Reaccion
TPP NADH ‘

Piruvato > Acetaldehido + CO,y - Etanol +NAD"
Exu/eels Extr/cels.
(PHCY ]  (ADID

Preparacion de reactivos

1. Solucién amortiguadora de fosfatos pH 6.5 i :

Cantidad Compuesto PM - Molaridad

6.90g NaH,PO, H,0 137.99 - 0.05M

Disolver 6.9g en agua destilada, aforando a 1 L. Antes de aforar ajustar el pH a 6 5 ¢on NaOH
50%

2. Amortiguador de permeabilizacion
AdlClOl‘ldl’ a 100 ml de la solucién amomf,uador'l de fosfatos pH 6.5, los siguientes compuestos
para hacer 100 ml del amortiguador de permeabilizacion.

Cantidad Compuesto PM Molaridad
0.0203g MgCl, 61,0 203.3 ImM
0.0461g Tiaminpirofosfato (TPP) 460.8 ImM

3. Amortiguador de enzima

Cantidad Compuesto PM Molaridad
9.7620g MES 195.24 50 mM

1.0165¢ MgCls 61,0 203.3 5mM

Disolver MES v MgCls 61,0 en agua destilada aforando a | L y ajustar el pH a 6.5 con KOH
45%. Ll amortiguador de enzima puede guardarse en refrigeracion y antes del ensayo sacar a
temperatura ambiente el volumen que se vaya a necesitar.

Los siguientes reactivos sc deben preparar justo antes del ensayo.

GLUCOSA: 100 mM (PM = 180.1)

Disolver 0.0180 g en I ml de amortiguador de enzima.

PIRUVATO: 200 mM (PM = 88)
Disolver 0.0176 g en | ml de amortiguador de enzima.

NADIH: 200 mM (PM = 709.4)
Disolver 0.1419 g en 1 ml de amortiguador de enzima.

TPP (tiaminpirofosfato o cocarboxilasa): 200 mM (PM = 460.8)
Disolver 0.0922 g en | ml de amortiguador de enzima.

ADH (alcohol deshidrogenasa): 200 U / 0.1 ml amortiguador
Disolver 0.0007 g en 0.1 ml de amortiguador de cnzima. MECIE MM
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Condiciones del cultivo
En un matraz con mamparas de 250 m! agregar 100 m! de medio SchaefTer con Cm’; e inocular
de glicerol la cepa 12, incubacion a 37°C, 300 rpm durante 20 h.
En un matraz con mamparas de 250 ml agregar 100 ml de medio Schaeffer sin anllblotlco,
inocular de glicerol la cepa silvestre B. subrilis Hpr’, incubacion a 37°C, 300 rpm dutanle 20 h
(control negativo).
En un matraz con mamparas de 250 ml agregar 50 ml medio LB sin antibidtico, e mocular 1'1 cepa
E. coli KO11, incubacion a 37°C, 300 rpm durante 3-5 hrs (control positivo).

Obrencion del extracto celular

Medir la DOgy del cultivo, usando como blanco el mismo medio del cultivo. Para KOII,
concentrar centrifugando a 10,000 rpm por 6 min, 12.5 DO para cada reaccion, desechando el
sobrenadante usando una trampa de vacio. Para B. subtilis, concentrar centrifugando a 10,000
rpm por 6 min, 22.2 DO para cada reaccion, desechando el sobrenadante con la ayuda de una
trampa de vacio.

Nota. Si se van a Hevar a cabo 11 reacciones para KO11 se pueden concentrar 137.5 DO en un
solo paso. en ¢l caso de B. subtilis se concentrarian 244.4 DO para 11 reacciones.

Lavar dos veces el paquete celular con 1| ml de amortiguador de permeabilizacion, resuspender el
paquete celular en 400 pl por reaccion

Nota. Para 11 reacciones se lavaria con 11 ml de amortiguador de permeabilizacion cada vez,
desechando ¢l sobrenadante con la trampa de vacio, y al ‘final se resuspenderia en 4.4 ml de
amortiguador de permeabilizacion.

Permeabilizacion de las células

Sonicar a una potencia de 10-15 seg cada mucstra en 4 ciclos alternando: 1 pulso de 15 seg en
baiio con hiclo y ctanol seguido de 1 min. en bafio conhielo (aprox. 4°C). Pre-refrigerar la
centrifuga a 4°C. Centrifugar 10 mina 13500 rpm y 4°C..

Ensayo para producir etanol in vitro
Tomar 400 pl. de este sobrenadante de la cepa problema para las reacciones A-N.

Reac- Sol’St | Con A B C D E ¥ G t I J K 1. LI M N
t1vos och Fm

1\ mnl
Gile foo NI s 100 | evaee | ceeee 100 | ----- 100 | < 100 | -<-eem 100 | eseee OO | -e--- 100
Pirusa 200 10 100 | -ee-- 100 [LE 100 | ==ee- 100 | ----- OO | --evee 100 | ------ 100 | ------
NADH 200 L el Il Rt R Bt 100 100 100 100) 1 00 100 100 1040 100 100
[ 2UH} L e Bl B 100 OO | memen | eeeee 100 100 100 100 100 100 100 100
ADH 2oot! | B I O | ewee | omeeme | memee [ e | e | e 10 10 10 1O ] eeeee | mee-

lml N

Fatriaet 400 400 400 100 400 400 SO0 400 J00 400 RIS U B e Bl R
culuda
Amortt 1500 1500 [ 1490 1400 1o 1400 1400 1300 1300 1290 1290 1690 | 1690 1700 1700
vundor
1%
AXURA 2000 | 2000 | 2000 | 2000 2000 | 2000 [ 2000 | 2000 | 2000 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 [ 2000

[
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Condiciones del ensayo
Cada mezcla de reaccion se llevard a cabo en un tubo de ensaye de 10 X 100 tapado con parafilm,
Il tiempo de reaccion serda 90 min-a tcmpetatura constante de-25°C, 60 rpm. Trabajar cada tubo

por duplicado.

Preparacion de la muestra para analizar en el er omatogra 0
Centrifugar, trasvasar el sobrenadante. Poner en un vial para cromalog,mfo 500pL, de éste un vial

con 300 pL del estandar interno.
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