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RESUMEN 

El objetivo deJ preserité. trabajo fúe integrar en el genoma de Bacillús si1btilis los genes que 

codifican para las. enzimas piruvato carboxilasa (PDC) y alcohol dcshidrogenasa (ADHB) de 

Zymomonas mobilis, para que con su expresión B. subtilis pueda producir etanol. 

En una primera etapa, se planteó la posibilidad de empicar un promotor de genes ribosomales ele 

13 .. rnbtilis (PrrnA P2), para promover la transcripción de los genes pdc y adh/3 de Z. mobilis. Por 

este motivo se construyó, clonó y caracterizó al promotor rmA P2, utilizando como gen reportero 

a lacZ, gen que codifica para la enzima B-galactosidasa,. La construcción se analizó bt\io dos 

fondos genéticos: como plásmiclo multicopia en E. coli (cepas XL 1-blue y JM 101 ), e integrado en 

el genoma ele 13. subtilis. Se encontró que en las cepas derivadas de E. co/i, el PrmA P 2 funciona 

como un promotor constitutivo, pero de fuerza baja. Al ser integi·ado en una copia en el genoma 

ele 13. suhtilis no se observó actividad de B-galactosidasa. 

Con base a estos resultados, se decidió sustituir el PrmA P2 por el PaprEttgaca, que es el 

promotor modificado del gen aprE. mismo que codifica para la subtilisina. Esta enzima se 

expresa fuertemente en la fase estacionaria de B. subtilis. El PaprEttgaca cuenta con una 

caracterización bien detallada, además tiene una expresión fuerte. 

El clisei'io del operón incluyó a los siguientes elementos en fila: promotor modilicado del gen 

aprE ele /3. subtilis, sitio de unión a ribosoma (RBS), gen pdc, otro RBS, gen adh/3 (ambos genes 

ele Z. mobilis) y, al tina! se incluyó al terminador de la transcripción del gen cryll/A de Baci/111.1· 

r/111ri11gie11si.1· (Tc1J•lllA). 

La construcción del operón se llevó a cabo mediante la amplificación por PCR de cada uno ele sus 

elementos. Después ayudados por los sitios ele restricción que enmarcaban a cada elemento, se 

construyó el opcrón: PaprEttgaca-pc/c-ac/h/3-term, sumando cada uno de éstos en pUC 19, dando 

lugar a la clona pUC-PaprEttgaca-pdc-ac/h/3-term (pUC-opcrón). Finalmente, el opcrón 

etanologénico se cortó y ligó al vector pSG-BF AE (plásmido intcgrativo para /3. subtilis), 

obteniendo el vector pSG-operón. Se llevó a cabo la integración de este vector en el cromosoma 
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de B. subtilis, en dos diferentes fondos genéticos: cepa con mutación en el regulador negativo 

Hpr del pro1~1ot_()r ~p l~ ~ubtilisina. (BB82 tinprE,. hisA,. h¡;r2); y. ~epa con_ interrupciones­

supresiones en las 7 proteasas mayoritarias (CH 1 tinprE, tiaprE, tiepr, M1p.f, timpr::ble, 

tinprB::hsr, tivrpE:.;ery, protótrofa, Cnl::NmR). 

Se evaluaron las actividades enzimáticas de PDC y ADHB en las cepas derivadas de E. coli y de 

B. subti/is, corroborando que el operón construido era funcional. Concomitantemente, las cepas 

recombinantcs fueron capaces de producir etanol in vivo. Las cepas recombinantcs derivadas ele 

B. subtilis (BB82 Hpr- y CH 1 NmR) produjeron alrededor ele 1 g/l ele etanol. 

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

productora ele etanol derivada ele B. subti/is, además sienta las bases para que se lleven a cabo 

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

estudios ele fermentación con las mismas. 

Es deseable que un solo microorganismo hiclrolice celulosa, mctabolice una amplia variedad ele 

azúcares, incluyendo hcxosas (p. ej. glucosa y manosa), disacáridos (principalmente celobiosa y 

sacarosa) y pcntosas (a decir xilosa y arabinosa), y que además utilice estas fuentes de carbono 

para producir etanol. B. subtilis puede utilizar alrededor ele 18 diferentes mono y disacáridos 

como fuente de carbono, además posee un eficiente sistema ele secreción ele proteínas que podría 

ser utilizado para secretar proteínas heterólogas que degradaran a la celulosa. De manern tal que 

en la cepa productora de etanol derivada B. subtilis se podrían conjuntar ambas características: la 

degradación de celulosa y la producción de etanol. 

----·----·-· 
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1 NTRO D UCCI ÓN 

Desarrollo Sustentable 
Por 15 años, la noción de desarrollo sustentable ha exhibido una invocación política, pero ha sido 

difícil de definir. Muchas definiciones incluyen aspectos concernientes al desarrollo, la equidad y 

la preservación del ambiente. En Conferencias Mundiales se ha manifestado la urgencia de un 

futuro estable para la población mundial, involucrando la reducción de la hambruna y la pobreza, 

promoviendo la educación y preservando los ecosistemas del planeta, reduciendo las emisiones 

contaminantes y usando escrupulosamente el agua dulce (Parris y Katcs, 2003). El desarrollo 

sustentable creado por una conciencia ambiental responde a la preservación 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 tecnologías energéticas sustentables, se plantea la obtención de 

energía a partir de recursos renovables. Son tecnologías que aprovechan materiales (diferentes a 

combustibles fósiles. tales como el petróleo. el carbón o el gas natural) para obtener di fercntcs 

formas de energía. Así por ejemplo, por medio de estas tecnologías energéticas sustentables 

puede generarse energía eléctrica por medio de tecnologías gcotérmicas, hidroeléctricas, cólicas. 

o bien mediante el uso de hidrógeno. El gas naturnl se puede sustituir por metano producido por 

bacterias metanologénicas a través de la bioconvcrsión de la basura y desechos orgánicos. El caso 

específico de la gasolina es particularmente interesante. En las siguientes secciones se discutirá en 

breve su panorama en nuestro país y las alternativas tecnológicas sustentables. 

Desarrollo Energético Sustentable: Problem:ítica Petrolera 

El actual desarrollo económico mundial está cimentado, en gran medida, en el comercio del 

petróleo. Para la economía mexicana, la exportación de petróleo representa una de las fuentes de 

mayor ingreso. su exportación aunad¡1 a las ventas nacionales en términos de porcentaje 

representa el 32%1 de los ingresos del gobierno federal. Sin embargo, el petróleo es un recurso 

natural no renovable y en nuestro país se prevé su agotamiento en el primer cuarto del presente 

siglo (PEMEX. 1999). Lo anterior plantea problemas tanto económicos como energéticos, debido 

a que México satisface su demanda energética principalmente a partir del petróleo y en menor 

proporción por el carbón mineral, el gas natural y la energía hidroeléctrica. Lo anteriormente 

r-··-··. 
1 

··-··-··------¡ .'" ·, '." i . ~ . l 
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expuesto plantea la necesidad del desarrollo e implementación de un plan estratégico, para 

mantener las reservas de petróleo y gas natural por un periodo mayor al estimado, lógicamente 

basado en una transición desde su actual dependencia de los hidrocarburos, hacia combinaciones 

energéticas más diversificadas. Esta transición deberá realizarse de forma gradual y ordenada, y 

requiere el aprovechamiento de diferentes fuentes de energía, prestando particular atención a los 

recursos renovables. 

El sistema de transporte utiliza principalmente gasolina y en menor proporción diese! y gas LP. 

Aproximadamente 14% del petróleo crndo extraído se emplea en la producción de gasolina por 

PEMEX: el crecimiento anual de consumo de gasolina fue del 2.5% para el periodo 1996-2000, y 

al parecer se mantendrá esta tasa de crecimiento durante los próximos 1 O o 15 años, estimándose 

para el 2020 un incremento en el consumo de este combustible de aproximadamente el 47% 

respecto al consumo actual. Para México, esta cifra es alarmante no sólo por la demanda 

energética que plantea. sino por el capital que deberá invertirse para su importación, debido a que 

l'Vléxico importa un porcentaje considerable de este combustible desde 1988. Este panorama 

denota una de las ramas energéticas en las que nuestro país debe fortalecer por medio de 

tecnologías sustentables. 

Alternativas Sustentables para la Utilización de Combustibles Alternos a la Gasolina 
No obstante el amplio desarrollo tecnológico actual. no son muchas las alternativas disponibles 

para sustituir la gasolina y gas natural. como una forma portátil y concentrada de energía para 

automotores. Entre otras opciones destacan el almacenamiento de energía eléctrica en baterías, la 

generación de energía eléctrica mediante celdas de combustible de hidrógeno. la combustión de 

1m:tano. mctanol. bio-diesel. o etanol producido mediante tecnologías sustentables y biológicas. 

El uso de baterías todaYía es limitado. dado que el tamaño o la capacidad de las baterías 

n.:qucridas para obtener el kilometraje equivalente proporcionado por un tanquc de gasolina es 

enorme. o bien se requieren recargas con demasiada frecuencia. En el caso de las celdas de 

combustible de hidrógeno. la limitantc principal es su almacenamiento y equivalente energético. 

1:1 metano! es muy tóxico, su contenido energético es únicamente del 45% respecto a la gasolina y 

se produce por destilación de la madera con un elevado consumo de energía 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-dicsel es manufacturado a partir de aceites, principalmente vegetales, trans­

cstcrifícados en la presencia de metano( o etanol, tiene prá~ticamente el mismo valor energético 

que el diese(, pero su uso práctico depende de la disponibilidad de aceite vegetal y metanol. 

El etanol es líquido a presión y temperatura ambiente, de tal manera que es fácilmente 

almacenado y transportado, su contenido energético es aproximadamente 2/3 con respecto a la 

gasolina o diese( y, para su uso en automóviles no se requiere de tanques especiales para 

almacenarlo. Adicionalmente, los motores de combustión interna que utilizan gasolina, pueden 

empicar como energético, mezclas de gasolina conteniendo hasta 20% de etanol. Para 

concentraciones de etanol mayores al 80%, los costos de producción de automotores son 

equivalentes a los producidos actualmente. 

Etanol como Combustible Alterno: Consideraciones Ecológicas 

El uso de etanol como combustible alterno ofrece las siguientes ventajas (Louwricr, 1998; lngram 

el al .. 1999): a) tiene mayor octanaje que la gasolina, es biodegradable y por ende resulta menos 

tóxico en caso de derrames o evaporaciones: b) en mezclas gasolina-etanol, sustituye el uso de 

oxigenantes; c) a diferencia del éter-metil-terbutílico (MTBE por sus siglas en inglés: methyl 

terbutyl ether). el etanol no es cancerígeno: d) contiene más oxígeno que los combustibles 

derivados del petróleo, por lo que las emisiones de monóxido de carbono se reducen hasta en un 

30% como resultado de una combustión más completa; y e) de manera relevante, se puede 

producir a partir de material biológico renovable. por lo cual se disminuye considerablemente la 

cantidad de C02 presente en la atmósfera, haciendo sustentable a la industria de los combustibles. 

Es pertinente sefialar que una desventaja del etanol, consecuencia de su contenido de oxígeno, es 

que en mezclas con gasolina ocasiona la producción de óxidos de nitrógeno. A pesar de ello, la 

producción de etanol por fermentación permitiría satisfacer en gran medida las necesidades 

energéticas del presente o futuro cercano, sin comprometer la capacidad de generaciones futuras 

para satisfacer sus propias necesidades energéticas: además ocasionaría un efecto ambiental 

auv<.:rso mucho menor que el provocado por el uso de los combustibles fósiles. La producción de 

combustibles alternos con tecnologías que respeten el equilibrio de Jos ecosistemas, y que sean 

sostenibles por el uso de recursos naturales renovables. constituye una garantía mundial. Hacia 

esta meta se encaminan procesos biotecnológicos, como aquellos que utilizan el metabolismo 

ll:rmcntativo etanologénico de algunos microorganismos silvestres (como Sacclwro111yces 

r----·-

! 
.... 
... :.. . ·, 

-----·-- ···- --- ·------- ··-···----------------
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cerevisiae y Zymomonas mobilis) para obtener etanol utilizando como materia prima, materiales 

biológicos que son capaces de metaboli~ar de forma natural, dentro de estos se encuentran 

azúcares como la sacarosa y la glucosa. 

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

MTBE. rebasa los millones de litros al día. Actualmente en nuestro país se consumen alrededor 

de 105 millones de litros de gasolina por día (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 día. Si se considera la probable sustitución de MTBE por mezclas de gasolina con etanol al 

10% (V /V), se requeriría de una producción de 10.5 millones de litros diarios de etanol para 

satisfacer la demanda actual. Si para ello se empicara solo azúcar, asumiendo un rendimiento de 

conversión del 90% respecto al teórico (0.51 gETANoL/gAzúcAR y una densidad del etanol de O. 79 

kg/I), se requerirían de 14.6 mil toneladas diarias o el equivalente a 5.3 millones de toneladas por 

año de sacarosa. La producción total actual de azúcar en nuestro país se encuentra por debajo de 

esta demanda (Quintero, 2000). 

Sistemas Actuales de Producción de Etanol por Fermentación 
Desde hace más de tres décadas, se ha demostrado la factibilidad tecnológica y práctica de 

empicar etanol producido a partir de azúcar de caña o de almidón de maíz, como combustible 

para automóviles. En la actualidad millones de autos circulan empleando etanol o mezclas de 

gasolina-etanol en Brasil, los EUA, Canadá y otros países. Sin embargo, estos procesos tienen dos 

grandes limitaciones: la incapacidad lisiológiea de los microorganismos empicados en la 

fermentación alcohólica para utilizar otros sustratos más baratos y complejos. tales como los 

presentes en la lignocclulosa; y la competencia por los mismos sustratos, dado que la sacarosa. la 

glucosa y el jarabe de maíz son utilizados en la elaboración de alimentos. Cabe aclarar que para 

1vléxico ni sacarosa. la glucosa o el jarabe de maíz es una alternativa viable. 

Los residuos de la industria azucarera, y potencialmente cualquier residuo agroindustrial, son 

sustratos más económicos pero más complejos que la sacarosa, y pueden utilizarse para producir 

etanol. Desde el punto de vista económico se requiere que el residuo agroindustrial se encuentre 

concentrado en ciertas localidades. y cuyo transporte sea mínimo. Al parecer, el único sustrato 

que cumple este requisito en nuestro país es el bagazo de caña de azúcar (BCA) (Martíncz et al., 
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2002) y entre otras alternativas en distintas partes del mundo (Wooley et al., 1999). En promedio 

el BCA mexicano contiene 28% de hemicelulosa y 42% de celulosa. Asumiendo eficiencias de 

conversión de 0.95 para la transformación de hemicelulosa y celulosa en azúcares fermentables 

(rendimiento de conversión de 0.51 gETANrn/gAzúcAR y una densidad del etanol de O. 79 kg/L), se 

podrían obtener más de 7 millones de litros de etanol por día utilizando la producción total de 

BCA de 1998. Este análisis muestra que el BCA es suficiente para satisfacer la demanda antes 

calculada para complementar la gasolina con 10% de etanol. 

Ingeniería de Vías Metabólicas 

Ahora bien, no se ha encontrado un microorganismo capaz de metabolizar BCA para producir 

etanol. Existen bacterias que tienen la capacidad natural de degradar celulosa, otras pueden 

mctabolizar algunas hexosas y pcntosas, dando como productos de f'crmcntación mezclas de 

ácidos orgánicos; otras pueden producir etanol casi exclusivamente como producto de su 

fermentación pero mctabolizando un rango limitado de azúcares. En este sentido, la Ingeniería de 

Vías l'vlctabólicas proporciona una alternativa de abordaje a este problema. 

Varios autores han tratado de proporcionar una definición de Ingeniería de Vías Metabólicas. La 

mayoría coincide en que se enfoca a la modificación de una o varias reacciones bioquímicas, en 

la red 1m:tabólica de un organismo, utilizando la tecnología de DNA recombinantc para alterar el 

!lujo metabólico lrncia un objetivo específico. Se entiende por 111ocl(licació11 como la 

diversificación. en la red metabólica del organismo. de funciones enzimáticas. transporte o 

regulación. El ol?ielivo que se persigue la mayoría de las veces se dirige al mejoramiento de 

actividades enzimáticas: y por ende. al aumento de rendimiento y productividad de un metabolito 

o ¡1roc/11c10. Así mismo. la Ingeniería de Vías Metabólicas debe involucrar un discfio con cierto 

grado de predicción (Stephanopoulos. 1999: Bailey. 1991 ). 

Apoyúndose en la Ingeniería de Vías Metabólicas se pueden seguir dos estrategias: modificar las 

Yías metabólicas de los microorganismos silvestres ctanologénicos para tener la capacidad de 

asimilar y metabolizar de manera integral pcntosas y hcxosas; o bien, convertir en 

microorganismos productores de etanol, a aquéllos que tienen entre otras características la 

capacidad de utilizar pentosas y hcxosas. 

r-·-···--------~ I i • ' ' ... ";, ... \T·,T 
1 
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ANTECEDENTES 

Residuos Agroindustrialcs 

Actualmente, el acoplamiento de tratamientos químicos, enzimáticos y de fermentación ha 

permitido desarrollar tecnologías para convertir en etanol, una amplia variedad de residuos 

agroindustriales, conocidos con el nombre genérico de "biomasa''. Entre éstos se encuentran el 

bagazo de caña, la cascarilla del arroz, el rastrojo u olote de maíz, los pastos, los desechos de 

madererías (viruta y aserrín), maderas suaves y duras, papel de desecho de oficinas, etc., los 

cuales son transformados mediante procesos químicos y enzimáticos, en azúcares y 

posteriormente en etanol mediante procesos de fermentación. La figura 1 muestra la constitución 

de la lignocelulosa, la cual está compuesta de libras de celulosa embebidas en una matriz 

macromolccular de proteínas. pectina, lignina y hemicelulosa. Esta disposición hace a la 

lignocelulosa altamente heterogénea. razón por la cual no es simple, ni trivial su digestión. 

~~ Xilosa 11 Glucosa N Arahinosa : 
' -- - - - --- --- - --- --···- --- .J 

('l1 IUIU!1.:I 

(J,!llll'O'<I) 

211-:\0'}~, 

U ( '..\ '1~\ ko: -4 21 ~í. ..+-IH-l-+-l~ 

t11nm11l11) 

2-:?U 1
Vi1 _j 

Figuru l. Composición genérieu de residuos 11groindustri11les (hio11111s11 o lignocclulosu) y de 111 l'rueción 
hcmicelulósicu de bagazo de e11ñ11de11zí1c11r (BCA). 

Composiciún e Hidrólisis de la Cclulosn 

La celulosa es un polisacárido de plantas, tiene un papel estructural más que nutricional y es el 

compuesto orgánico más abundante en Ja biosfcra. El polímero está constituido de residuos de 

glucosa unidos por enlaces f3- J ,4. La configuración le f3 permite formar cadenas muy largas y 

fuertes. La celulosa requiere de una digestión intensa y, generalmente se lleva a cabo en dos 
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etapas. La primera de ellas se realiza en condiciones ácidas, y su efecto es el de hacer disponible 

al polímero para realizar de manera eficiente Ja segunda etapa con celulasas, que_resulta de la 

acción combinada de diferentes tipos de actividades enzimáticas: endoglucanasas que hidrolizan 

enlaces ¡3-1,4 del esqueleto lineal formado por glucosas, celobiohidrolasas que liberan unidades 

de disacárido (celobiosa) desde Jos extremos, y ¡3-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 el mismo bio-rcactor con levaduras como 

S. cerei•isiae. Este proceso se conoce como sacarificación y fermentación simultánea (SSF, por 

sus siglas en inglés). En este proceso, el aspecto limitantc es el económico y se debe 

fundamentalmente al elevado costo de los complejos de celulasas que se emplean para realizar la 

sacarificación (Shcehan y 1-Iimmel, 1999; Wooley el al., 1999). 

Composición e Hidrólisis de In I-lcmicclulosn 
La hemicelulosa es un polisacárido no celulósico de Ja pared celular de plantas. Las más comunes 

están compuestas de polímero de xi losa junto con un ácido urónico (ácido de azúcar), radicales 

acetilo, arabinosa (pentosa) y manosa (hexosa). La hemicelulosa no tiene relación química con la 

celulosa. La hcmicelulosa frecuentemente rodea a las fibras de celulosa y aumenta su fuerza de 

unión y de tensión (Katzcn et al., 1999). 

Para despolimerizar a la hemicelulosa se prefiere Ja hidrólisis ácida con sulfúrico diluido, a 

presiones mayores de una atmósfera y temperaturas de 120 a 200°C, debido principalmente a su 

bajo costo (lngram et al .. 1998). La biomasa en partículas de tamaño relativamente pequeño se 

somete al proceso de hidrólisis ácida diluida, generando una fracción sólida, mayoritariamente 

compuesta de celulosa y lignina; y una líquida, que contiene un jarabe, producto de la 

dcspolimcrización del xilano presente en la hemicclulosa. 

Limitaciones de los M icroorgnnismos l~tnnologénieos Silvestres 

La mayoría de Jos microorganismos en Ja naturaleza utilizan glucosa para llevar a cabo sus 

actividades metabólicas. Sin embargo. la variedad de microorganismos que utilizan pentosas y 

hcxosas. de manera secuencial. es restringida. Esta variedad es nula para microorganismos 

silvestres que producen eficientemente etanol. Específicamente Zy1110111011as 1110/Jilis y 

,<.,'acclwromyces cerevisiae son los microorganismos con mayor capacidad para mctabolizar 

azúcares (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 et al., 1995; Ho et al., 

1998). 

Zy 111011101 w s 111 o bilis 

Z. mobi/is es una bacteria Gram· que se aisló a partir del pulque, puede utilizarse para la 

producción de etanol, proceso en el que se han reportado velocidades de producción varias veces 

mayor que la de S. cerevisiae (Zhang et al., 1995). No obstante, sólo puede fermentar un rango 

muy limitado de azúcares. Utiliza la vía de Entner-Doudoroff preferencialmente sobre la 

glicólisis. La vía para la producción de etanol, incluye la actividad de dos enzimas claves: 

piruvato descarboxilasa y alcohol deshidrogenasa. 

La piruvato descarboxilasa (PDC) cataliza la descarboxilación no oxidativa de piruvato para 

producir acetaldchído y dióxido de carbono, se ha observado que esta enzima tiene alta afinidad 

por el pimvato (km=0.4mM). lo que hace que la etanologénesis sea muy eficiente (lngram et al., 

1999). Su peso molecular es de 62.3 kD. Presenta una relativa estabilidad al calor ya que puede 

soportar un tratamiento a 60ºC, 30 min, después de la adición de TPP y cloruro de magnesio 

1 mM cada uno (Conway et al., l 987a). 

Además. Z. mobili.1· tiene dos isoenzimas de alcohol deshidrogenasa (ADH), que catalizan la 

reducción del acetaldehido a etanol, acompañado por la oxidación de NADH a NAD+. La 

isocnzima 1 (ADHA) contiene Zn en su sitio activo, su PM se encuentra entre 34 y 40 kD. La 

isoenzima 11 (i\DHB) tiene Fe, en lugar de Zn, en su sitio activo, su PM es de 40.1 kD. Aunque la 

i\DHB es la isoenzima más abundante en Z. mohilis, ambas parecen contribuir durante la 

fermentación. ADHB tiene un alto grado de especificidad por el etanol como un sustrato (Conway 

el al .. 1987b). 

Sacc/wromyces cerel'isiae 
S. cerevisiae es un hongo eucariótico unicelular comúnmente conocido como levadura, que ha 

sido tradicionalmente usada en la producción de bebidas alcohólicas y alimentos. La conversión 

industrial de carbohidratos a etanol recae en organismos que toleran altos niveles tanto de 

substrato como de producto, y que además producen etanol a temperaturas relativamente altas. S. 

c:erevisiae es la levadura más tolerante a etanol y puede crecer en concentraciones de 8-12% de 

etanol. y fermentar azúcares a niveles del 12-20% de etanol. Bajo condiciones anaeróbicas, puede 
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crecer y producir etanol. El carbohidrato es convertido a piruvato por glicólisis, y entonces una 

piruvato descarboxilasa convierte el piruvato a acetaldehído y dióxido de carbono, y una alcohol 

deshidrogenasa reduce el acetaldchído a etanol. El rendimiento con sustratos puros como glucosa 

y sacarosa, es 95%, y con materiales sin procesar de grado industriales 91 % (Garay-Arroyo et al., 

2003). El material típico para la fermentación alcohólica por levadura es el azúcar contenido en 

materiales como cai'ía y remolacha, que pueden ser fermentadas directamente. 

Estrategias Biotccnológicas para la Conversión de Bionrnsa en Etanol. 
Modificación genética de microorganismos silvestres ctanologénicos para que pucd:m 

mctabolizar pcntosas y hcxosus 

Zymomouas mohilis 

La manipulación genética de Z. mobilis ha sido estudiada por varios grupos, incluyendo el 

National Renewable Energy Laboratory (NERL). Z. mobilis es de forma natural un 

microorganismo muy tolerante a etanol (arriba de 2000 mM), pero tiene un rango de sustratos 

extremadamente limitado. Han siclo aislados e introducidos en Z. mohilis, los cuatro genes de E. 

coli necesarios en el metabolismo ele xilosa, usando promotores glicolíticos para dirigir la 

transcripción (Zhang et al .. 1995). La recombinante resultante derivada ele Z. mobi/i.1· fue exitosa 

pues lograba fermentar xilosa a etanol. Sin embargo, no se alcanzaron los niveles ni la velocidad 

esperada de conversión de xilosu en etanol. En su lugar, la recombinantc ele Z. mobi/i.1· produjo a 

partir ele :odiosa. niveles de etanol menores que cepas rccombinantcs ctanologénicas derivadas de 

E. coli (13eall et al .. 1991; Lindsay el al., 1995). Además, esta cepa derivada ele Z. mobilis aún 

carece de la habilidad para fermentar otros azúcares presentes en los derivados de hemicelulosa, 

siendo además particularmente sensible a los inhibiclores presentes en los hiclrolizados de 

hemicelulosa (lngram et al., 1998). 

S"cc/wromyces cerevisi"e 

S. cerevisiae silvestre no es capaz ele fermentar xilosa a etanol o de al menos usarla para crecer 

acróbicamente. Aunque el género Saccharomyces no es capaz ele metabolizar xilosa aeróbica o 

anaeróbicamentc, existen otras bacterias como Pichia stipilis y Candida shehatae que son 
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capaces de fermentar :diosa a etanol, o bien de usarla para crecer aeróbicamente. Sin embargo, 

estas levaduras no llevan a cabo una fermentación alcohólica eficiente, y tienen un_a tolerancia a 

etanol relativamente baja. En P. stipitis, el metabolismo de la xilosa depende de una xilosa 

reductasa (XR) para convertir xilosa a xilitol, una xilitol deshidrogcnasa (XDI-1) para convertir 

xilitol a xilulosa y de una xilulocinasa (XK) para convertir xilulosa a xilulosa 5-fosfato. La 

síntesis de estas enzimas requiere de xilosa para la inducción, y también es totaLo al menos 

parcialmente reprimida por la presencia de glucosa (Ho et al., 1998). 

Sacc/wromyces spp sí son capaces de fermentar xilulosa, también xilosa cuando una xilosa 

isomerasa, enzima bacteriana que cataliza la conversión de xilosa a xilulosa está presente en el 

medio. Estudios previos han indicado que Sacclwromyces spp carece sólo de las enzimas para la 

conversión de xi losa a xi Ju losa, pero que la mayoría poseen una baja actividad de XK. Por más de 

una década. se han llevado a cabo intentos para clonar y expresar varios genes de xilosa 

isomcrasa bacterianas en S. cerevisiae, pero han fallado. Kotter y cols. 1993. desarrollaron una 

cepa recombinante de S. cere1•isiae. en la cual clonaron los genes XR y XDI-1 de P. stipitis, pero 

la rccombinantc fermentaba xilosa cxtrcnrndamcnte lento. produciendo muy poco etanol y mucho 

xilitol (Kottcr y Ciriacy, 1993). 

1-lo y cols. 1998. clonaron en un opcrón, los genes que codifican para las enzimas XR, XDH y XK 

de P. stipitis y los pusieron bajo la regulación de un promotor glicolítico, la cepa recombinantc 

cotermcntó glucosa y xilosa produciendo etanol como producto mayoritario, aunque siguió 

produciendo xilitol minoritariamente (Ho et al., 1998). 

Modificación genética de microorganismos silvestres que metabolizan pentosas y hexosas, 

para tener la capacidad de producir etanol 

Escltericliit1 co/i 

E. coli produce etanol como un producto de fermentación minoritario por una vía diferente a la de 

Z mohi/is y S. cerevisiae (ver figura 2). En E. coli, el piruvato es convertido normalmente a 

acctil-CoA y formato por la piruvato-formato-liasa. El acetil-CoA es reducido a un aldehído 

(aldehído deshidrogcnasa) después a etanol (alcohol deshidrogenasa) en una reacción de dos 

pasos requiriendo dos moléculas de NADJ-1 (lngram et al., 1998). 
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Estudios iniciales de Brau y Sahm (1986), reportaron la expresión en altos niveles de pdc de Z. 

111obilis en E. coli. Los niveles de etanol producidos. ( 49mM) ap¡¡rtir de glucosa 25mM fueron 

equivalentes a aquellos producidos por Z. mobilis. Estos estudios demostraron que la piruvato 

dcscarboxilasa recombinante y los niveles nativos de alcohol deshidrogenasa de E. coli fueron 

suficientes para dirigir al piruvato hacia etanol mediante una vía parecida a la de Z. mobilis en 

bajas concentraciones de azúcar (Brau y Sáhm, 1986). La fermentación fue menos eficiente a 

altas concentraciones de azúcar y la recombinante menos tolerante a etanol que Ja cepa nativa. 

Estudios posteriores identificaron que la causa de estas limitaciones fue la menor concentración 

de alcohol deshidrogenasa. Altos niveles de sustrato fueron fermentados eficientemente a etanol 

por mutantes de E. coli sobre-expresando ambas enzimas la PDC de Z. 1110/Jilis y la ADH nativa 

de E. coli (ADl-JE) (Jngram et al., 1991). 

Conway y cols. 1987. subclonaron y secuenciaron los dos genes de alcohol dcshidrogenasa de Z. 

1110/Jilis (adhA y adhB). ambas ADJ-1 fueron expresadas en altos niveles en E. coli TC4 (Conway 

et al .. l 987b). lngram y cols. 1987, seleccionaron al gen adh/J para ser usado en la construcción 

de un operón artificial para producir etanol utilizando como vector a pUC 18. El opcrón 

contendría los dos genes necesarios para la conversión ele piruvato a etanol, utilizando como 

promotor a P1acz seguido de un sitio de unión a ribosoma (RBS), la región mínima codilicante de 

pdc, otro RBS y la región mínima codificante de adh/3 y el terminador de la transcripción de 

adh/3. La E. coli que contenía a la construcción creció (> 1 O 00 55011111) más que la cepa progenitora 

en cultivo líquido y produjo más de 750 ml'vl de etanol, produjo colonias más 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. 1110/Jilis tiene una afinidad 

mayor por el piruvato que las enzimas que dan origen a otros productos de fermentación, y que 

compiten por la disponibilidad de piruvato en E. coli. De esta forma, una expresión eficiente ele la 

¡1dc y la adhB de Z. mohilis en E. coli, permite canalizar eficientemente los esqueletos de 

carbono. provenientes de la xi losa o glucosa, preferencialmentc hacia etanol (lngram et al., 1987). 
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ACSA: acetil-CoA sintetasn, ACK: 11cet11to cinnsa, ADH: ulcohol deshidroge1111sa, ALDll: aldehído 
deshidrogenasa, FRD: fu11111rato reductasn, FUM: fumarasn, LDl-1: lactato dcshidrogennsa, MDH: 11111l11to 
deshidroge1111s11, M EZ: enzima nullica, PCK: fosfoenolpiruvato cnrboxilusa, PDH: piruvuto dcshidrogcnasa, 
l'FL: piruvato formato liasa, PPC: fosfocnolpirun1to cnrhoxilnsa, PTA: fosfotrnns11cctil11s11, PYC: piruvnto 
carhoxilasa. Genes de Z. mobilis: PDC, piruvato dcscarboxilasa, ADl·IB, alcohol dcshidrogcnasa. 

En estudios subsecuentes se utilizaron varios promotores para variar el nivel de la expresión de 

los genes de Z. 1110/Jili.1· en E. co/i proporcionando las bases para mejorar el crecimiento de las 

cepas rccombinantes (lngram y Conway, 1988). Los ácidos producidos normalmente en 

f'cnrn:ntacioncs de E. co/i limitan el tamaño de la colonia y la densidad del cultivo. El reemplazo 

de estos úcidos por etanol, un compuesto neutro, es menos dañino para E. coli que los úcidos 

lúctico. fórmico, succínico o acético. Afortunadamente, los niveles de expresión genética en la 

construcción original, TC4 (pLOl295), probaron estar cerca de los óptimos para la redirccción del 

metabolismo central en E. co/i. Estos niveles óptimos fueron solo ligeramente más elevados 
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(aprox. el 6% de proteína celular) que los niveles de piruvato descarboxilasa y alcohol 

deshidrogenasa producidos por Z. mobilis. 

Para construir una cepa industrial robusta y con una mayor estabilidad genética para la 

producción de etanol se llevó a cabo la integración los genes de Z. mobilis en el cromosoma de E. 

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 n/l se insertó un operan artificial consistente 

de pdc y adhB, seguidos del gen cal usado como selección. La cepa recombinante derivada de E. 

coli B expresó los genes de etanol de Z. mobilis en aproximadamente 1/1 O de los niveles 

deseados. Fortuitamente, mediante la selección subsiguiente en placas conteniendo altos niveles 

de cloramfcnicol (600 mg/I) se obtuvieron mutantes estables las cuales expresaron altos niveles 

de pdc y adhB (aprox. 5% de proteína celular), equivalentes a aquellas expresadas en derivadas de 

pUC 18. Se incluyó una mutación en fumarato reductasa para minimizar la producción de 

succinato. El organismo resultante, E. coli KO 11, produce etanol a partir de todos los azúcares 

constituyentes de la hcmicelulosa con un rendimiento teórico mayor al 95% en medios de cultivo 

ricos (Ohta et al .. 1991 ). 

Adicionalmente se produjeron derivadas de KO 1 1 carentes del sistema de fosfotransfcrasa 

dependiente de fosfoenolpiruvato (PTS), por lo que las derivadas ya no fermentaron azúcares 

como glucosa por PTS (Lindsay et al., 1995). Estas mutantes retuvieron la habilidad para 

fermentar xilosa y otros azúcares que utilizaban sistemas de transporte altcmativo. Se aislaron 

varias pseudo-rcvertantcs, las cuales regeneraron la habilidad para fermentar glucosa, 

presumiblemente debido a una mutación en el sistema transportador de galactosa (Flores et al., 

1996: Saier et al.. 1973). Algunos de estos aislados producían etanol más rápido que la 

progenitora: todos retuvieron la habilidad para fermentar pcntosas. Con dos de estas mutantes, se 

produjo casi 60 g/I de etanol a partir de xi losa ( 1200 mM) después de 48 h (Lindsay et al., 1995). 

Con estas cepas recombinantes de E. coli se logra una conversión de xilosa o glucosa del 90% 

respecto al teórico. a una velocidad de producción de 1 g de etanol por hora por litro de medio de 

cultivo. Como se viene practicando desde hace dos décadas, dichos microorganismos y 

estrati:gias están patentados (lngram et al .. 1991 ), y su uso con fines comerciales o de producción 

están protegidos. 



20 

Erwi11ia y K/ebsiella 

Bacterias entéricas como Er111i11ia y Klebsiella tienen la habilidad nativa para metabolizar muchos 

de los azúcares que son constituyentes de la hemicelulosa. Tolan y cols. 1987, usaron el gen de 

pdc de Z. mobilis clonado por Brau y cols. para mejorar la producción de etanol en Erwinia 

chyrsanthemi 8374 (Tolan y Finn, 1987a) y Klebsiella planticola ATCC33531 (Tolan y Finn, 

1987b), ambas fermentando pentosas. En estos organismos el etanol es producido vía acetil-CoA 

pero en mayor concentración que en E. coli silvestre, probablemente debido a que los niveles 

nativos de ADH en estos organismos sean mayores que en E. coli. Las recombinantes de E. 

chrysanthemi y K. planticola fueron capaces de producir niveles más elevados de etanol, que los 

logrados con la original construcción derivada de E. coli (Brau y Sahm, 1986). Estas cepas 

produjeron arriba de 24 g/l de etanol (520mM) usando xilosa. De nuevo el plúsmido que 

contenía el gen pdc parecía reducir la tolerancia a etanol. 

lngram y cols. (1998) seleccionaron a Klebsiel/a oxytoca para el desarrollo de un biocatalizador 

para fermentar celulosa. Este microorganismo es naturalmente abundante en In pulpa y en el papel 

de desecho, posee In habilidad nativa para metabolizar cclobiosa. En K. oxytoca. la entrada de la 

celobiosa está mediada por fosfoenolpiruvato dependiente de PTS, el cual libera 

intracelularmente eelobiosa-fosfato (Lai et al., 1997). Después de la hidrólisis, ambas glucosa y 

glucosa 6-fosfato entran a glicólisis. K. oxytoca MSA 1 se transformó con un fragmento circular 

que contenía E. culi p((::Z. mobilis pdc adhB y cal, como previamente se describió para E. coli B 

(Ohta et al .. 1991 ). Las mutantes que produjeron niveles altos de etanol se obtuvieron otra vez 

por selección con concentraciones altas de cloramfcnicol. Una de éstas, K. oxytoca P2, ha sido 

analizada en pruebas de sacarificación y fermentación simultánea (SSF. por sus siglas en inglés) 

con sustratos cclulósicos usando fermentadores de laboratorio (0.5 a 14 litros) (lngram et al., 

1998). 

Bacil/11s .rnbtilis 

Sin embargo. puede observarse que tanto los microorganismos como los procesos son 

p1.:rfi.:ctibles, y todavía no se cuenta con una cepa rccombinante que lleve a cabo la bioconversión 

de biomasn a etanol, mucho menos aún que tenga rendimientos y productividades altas. Esta 

aseveración, además de estimular a la mejora de los biocatalizadores antes descritos, promueve la 

;;:;¡;;;:~.;~:;~i7',· --1 
. ·.:· t '¡' 

' L _i·:. / , ·. ·.~~ 01' ! 
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búsqueda y escrutinio de nuevos biocatalizadores. En este sentido, B. s11bti/is.posecparaccterísticas 

que pueden ser ventajosas para el desan·ollo de un biocatalizador ctanologénico, características 

que a continuación se describen. 

Después de E. coli y S. cerevisiae, B. subtilis es uno de los microorganismos mejor caracterizados 

en cuanto a su microbiología básica y aplicada se refiere. Es una ~11cteria gram-positiva con un 

contenido bajo de OC. Fue aislado del suelo y tolera ambie.ntes adversos. Se conoce su genoma 

completo y es ampliamente usado en la industria alimenticia por ser considerado un 

microorganismo ORAS (generally regarded as safe) por la Food & Drug Administration (FDA) 

de los EUA. 

De manern natural, B. subtilis presenta una notoria capacidad para exportar al medio diversas 

enzimas degradativas (glueanasas, proteasas y nucleasas) que le permiten asimilar eficientemente 

los distintos sustratos disponibles en su entorno (Sti.ilke y 1-lillen, 2000). Esta capacidad excretora 

se ha utilizado para exportar proteínas heterólogas con alta eficiencia (Pricst. 1985; Bcsson et al., 

1987) por lo que es posible concebir que, uunado a las enzimas ckgradativas que comúnmente 

produce, podría excretar eficientemente otras enzimas hctcrólogas tales como celulmms, xilanasas 

y celobiasas. Un organismo con tales características, podría utilizar los desechos agroindustriales 

como sustratos de la fermentación con un mínimo de tratamientos previos, eliminando el cuello 

de botella y abaratando este proceso; fundamentalmente por el elevado costo de los complejos de 

cclulasas que se empican para realizar la sacarificación (Shcehan y Himmel, 1999; Wooley et al., 

1999). 

13. suhtilis puede utilizar alrededor de 18 diferentes mono y disacáridos como fuente de carbono. 

i':stos son introducidos por la célula. fosforilados y después catabolizados por glicólisis o la vía 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 únicas fuentes de carbono, atribuyéndose 

este hecho únicamente a la carencia de los transportadores. La ausencia de estos transportadores 

es sorprendente ya que puede sintetizar todas las proteínas necesarias para metaboliznr ambos 

azúearl.!s; aunque la expresión de estas proteínas que incorporan a la xilosa al metabolismo celular 

se inducen por la presencia de ésta. En /3. 111egateri11111 se identificó, en el opcrón XYL, el gen xylT 

que codifica para un simporter protón-xilosa, pero que 13. subtilis no tiene. Krispín y col s., ( 1998) 
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investigando el efecto tóxico de la galactosa en cepas mutantes en el gen gal E de B. subtilis, 

obtuvieron mutantes espont_áneas que fueronhábcilespara crecer en galactosa como única fuente 

de carbono. La caracterización de esas mutantes revelaron que el transportador para arabinosa 

(araE) funcionaba como transportador de al menos tres azúcares: arabinosa, xilosa y galactosa, 

también encontraron que el transporte de galactosa sufre represión catabólica por glucosa 

(Krispín y Allmansberger, 1998). A la fecha ya se han obtenido mutantes de B. suhtilis que puede 

utilizar xilosa sin sufrir la represión catabólica abordando dos enfoques: Krispín y cols. (1998) 

interrumpieron la secuencia del gen que codilica para el represor del transportador (araR) 

(Krispín y Allmansberger, 1998); otros autores expresaron de forma constitutiva el gen araE que 

codifica para un simportcr no especílico H+:pcntosa que transporta arabinosa, xilosa y galactosa 

(Stülkc y Hillen, 2000). 

13. s11b1i/is puede crecer en condiciones anaeróbicas utilizando como último aceptar de electrones 

al nitrato (Cruz-Ramos el al., 2000; Nakano el al., 1997). Espinosa-de-los-Monteros y cols., 

(2000) evaluaron el potencial metabólico de B. s11btilis en condiciones de fermentación de 

glucosa y de respiración de nitratos, encontrando que B. s11btilis tiene una capacidad elevada para 

mctabolizar glucosa b<\io respiración de nitratos. Sin embargo, en condiciones de f'crmcntación 

(en ausencia de nitrato) su crecimiento es reducido y fermenta produciendo únicamente ácido 

lúctico. sugiriendo que existe un exceso de poder reductor y que es necesario reciclar el NADH 

generado en la glicólisis para obtener un mayor crecimiento (Espinosa-de-los-Monteros et al., 

2001). 

Como se muestra en la ligura 3, la integración de una vía sintética para producir concentraciones 

elevadas de etanol en 13. s11btilis permitiría solventar el problema del balance redox y favorecer un 

mejor crecimiento mediante la producción de un mctabolito menos tóxico que el lactato. 

El a<.:etato se produce en condiciones aerobias cuando B .. rnbtilis crece a velocidades altas o con 

<.:on<.:<.:ntra<.:iones elevadas de azúcar (Hernánclez, 2003; Snay et al., 1989). En condiciones de 

krmentación se produce principalmente lactato (1-lernández. 2003) y cantidades apenas 

dete<.:tables ele etanol (Nakano el al., 1997). El acetato y acctoínu se producen en condiciones 

anaerobias b<\io respiración dt: nitratos, cuando el nitrato se encuentra en altas concentraciones. El 

lactato y butanediol se producen en condiciones anaerobias bajo respiración de nitratos, cuando el 

nitrato es limitante (Espinosa-de-los-Monteros el al., 2001 ). 
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Figura 3. Metnbolismo de glucosa y :l:ilosn en /J, .mhtllls, y la vin propuesta paru In producción de etanol. 

ACSA: acetil-CoA sintct11s11, ACK: acetuto eirrnsn, ADH: nlcohol deshídrogenasa, ALDC: 11cetol11ct11to 
descarboxilasa, ALl>l-1: aldehído dcshidrogcnusn, ALS: ncctolactnto sintasa, AR: acetoína reductasn, FIU>: 
funrnrato rcduct11s11, FUM: fu11111ras11, LDH: lactato deshidrogennsn, MDH: mulato deshidrogcn11s11, PDll: 
piruvnto deshidrogenasn, PTA: fosfotr11ns11eetilas11, PYC: piruvnto carboxilasa. Genes de Z. 1110/iilis: PDC, 
piruvnto dcscnrhoxilusa, ADHB, nlcohol deshidrogenasn. 

En los últimos años B. subtilis ha sido utilizado ampliamente como un microorganismo 

hospedero para la producción de proteínas hetcrólogas. El progreso en los procesos de 

fermentación ha permitido la producción de diversas proteínas hcterólogas en cantidades que por 

otras vías. tales como fuentes naturales o microorganismos silvestres, hubiese sido mús dificil de 

obtener (Lec, 1996). En 1989 se estimó que el mercado mundial de enzimas industriales de gran 

rnlumen era de 600 millones de dólares, de los cuales 33% fueron producidas con cepas 

recombinantes de /3. subti/is (Arbige y Picher, 1989). Las principales enzimas producidas por 13. 

subtilis son: a-amilasa, 13-amilasa, proteasa alcalina (subtilisina), 13-galactosidasa, f3-glucanasa, 

pentosanasas y penicilinasa. Además de la producción de enzimas industriales, 13 .. rnbtilis ha sido 

extensamente empicado para la producción de metabolitos primarios; tales como, hipoxantina, 

inosina y guanosina (Harwood, 1992). 

TESIS ~ON 
Ff\L: ... _:, n·.~ · .,.,~ 1.mN 



24 

B. subtilis como organismo huésped para la sobreproducción de proteínas reeombimrntes 

Los sistemas de expresión de proteínas homólogas y heterólogas son ampli~m:nte empleados en 

la obtención de proteínas recombinanles, por la conveniencia en su manipulación y habilidad para 

alcanzar altos niveles de producción. El diseño y la construcción de una unidad de expresión debe 

involucrar e incluir secuencias rcgulalorias transcripcionales y lraduccionales 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 

transcripcionalcs. A nivel transcripcional son importantes las secuencias del sitio de unión al 

ribosoma, la disponibilidad de tRNAs, el uso preferencial de codones, ele. 

El inicio de la transcripción es controlada por secuencias promotoras, las cuales pueden ser 

moduladas por una variedad de mecanismos, principalmente la interacción de una o más 

proteínas reguladoras con secuencias específicas en la vecindad del promotor (Lewin, 2000). 

En /3 .. rnbtilis se han empleado varios promotores nativos y promotores hclcrólogos pma la 

expresión de genes heterólogos: promotores fuertes de la fase vegetativa: vegll (Pcschkc et al., 

1985): promotores regulados temporalmente: el de subtilisina (aprE) (Jan et al., 2001) y el de a­

amilasa (Park et al., 1989), entre otros. 

Estudios dirigidos hacia la caracterización de promotores silvestres de /3. s11btilis, permiten su 

selección para ser utilizado como secuencia promotora para la expresión de la proteína de 

interés. 

Jan y col s .. (2001) llevaron a cabo la caracterización de la región reguladora del gen aprE que 

codifica para la proleasa alcalina mayoritaria conocida como subtilisina, enzima que se expresa 

fuertemente durante la fase estacionaria de 13. s11htilis (Jan et al., 2000). El promotor aprE 

sil\'cslre no tiene consenso en las cajas -35 y -1 O, y la modificación 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 regulación 

transcripcional del gen aprE sugieren que se lleva a cabo a través de la acción concertada de 

múltiples clcmcnlos de control, como son las proteínas Abrl3, Hpr, SinR y DegU/DcgS, entre 

utras. las tres primeras regulan negativamente. La cepa /3 .. rnhtili.1· 131382 tiene una mutación en el 

regulador negativo Hpr, característica que le confiere a PaprE una expresión aprox. 3.3 veces más 

l'ucrlc que la cepa silvestre (Jan et al., 2001 ). 
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También, las secuencias promotoras de los genes ribosomales de B. subtilis han sido motivo de 

estudio por Rudner y cols., que hanllevado a cabo estudios en la expresión diferencial de 7 de los 

1 O operones rRNA llevando a cabo fusiones a lacZ, y en una sola copia encontrando que todos se 

encuentran bajo el control de la velocidad de crecimiento, y se agrupan en fuertes (rrnO, rrn W), 

fuerza intermedia (rrnA, m1J) y débiles (rrnD, rrnB) (Rudner et al., 1993). 

Otra variable importante para la expresión de genes heterólogos es el fondo genético de la cepa. 

Ye y cols. (1996), han interrumpido los genes que codifican para las siete proteasas mayoritarias 

extracclulares de B. suhtilis, llamándola 13. subtilis WB700 (Ye et al., 1996). En esta cepa, la 

actividad protcolítica extracelular se ha reducido a tan solo el 0.32% con respecto a su cepa 

progenitora, por lo que constituye una buena cepa receptora para expresar de manera estable 

proteínas heterólogas, como podría ser por ejemplo a PDC y ADl-IB. 

En 1994. Barbosa e lngram probaron llevar a cabo la expresión de las enzimas PDC y ADl-IB de 

Z. mohilis en /3. s11btili.1· cepa YB886. Analizaron la expresión de estas enzimas bajo la regulación 

de un promotor del fago SP02 utilizando un vector multicopia, pero sus resultados mostraron no 

ser contundentes; ya que la actividad específica de PDC no la pudieron medir y la actividad 

específica de ADl-IB fue muy baja, aunque pudieron observar la expresión de ambas enzimas 

llevando a cabo un ensayo de Western blot, no mencionaron haber obtenido etanol (Barbosa y 

lngram, 1994). 
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.JUSTIFICACIÓN 

Es deseable que un solo microorganismo hidrolice celulosa, metabolice una amplia variedad de 

azúcares, incluyendo hexosas (p. ej. glucosa y manosa), disacáridos (principalmente celobiosa y 

sacarosa) y pentosas (a decir xilosa y arabinosa), y que además utilice estas fuentes de carbono 

para producir etanol. 

B. sublilis posee características adecuadas para cumplir este objetivo, y aunque no hay 

impedimentos aparentes que prevengan la expresión de los genes pdc y adh/3 de Z. mobilis como 

enzimas activas en B. s11b1ilis. no se ha reportado producción de etanol en cepas recombinantes de 

13. suhtilis que poseen plásmidos multicopia conteniendo ambos genes (Barbosa y lngram, 1994). 

En este sentido se propone utilizar estrategias enfocadas a dirigir el metabolismo de 13 .• rnhtilis 

para producir etanol, creando una vía sintética, similar a la ya reportada para E. coli (lngram y 

Conway. 1988), integrando en el cromosoma de B. s11b1ilis los genes de pdc y adhB provenientes 

de Z. mohilis. 

HIPÓTESIS 

Si se utilizan secuencias de promotores y señales traduccionales que B. sublilis reconoce 

prd'crcncialmente en la construcción de un vector de integración, conteniendo los ge11es pdc y 

ac/1113 de Z. mobi/is, entonces se podrá obtener una cepa de B. suhtilis con actividad enzimática de 

piruvato dccarboxilasa y alcohol deshidrogenasa, y con capacidad para producir etanol. 



27 

OB.JETIVO GENERAL 

Integrar en el genoma de B. subtilis los genes pdc y culh/3 de Z. mobilis para que con su expresión 

13. subtilis pueda producir etanol. 

OB.JETIVOS PARTICULARES 

• Diseñar y construir un operón artificial a partir de los genes pele y adh/3 de Z. mobilis. 

• Construir un vector de integración a partir de pSG-BFAE (plásmido integrativo para 13. 

subtilis) y el operón artificial. 

• Integrar este vector en el cromosoma de B. subtilis, en dos diferentes fondos genéticos: 

cepa con mutación en el regulador negativo Hpr del promotor de la subtilisina (BB82 

C!.11prE, /1isA, hpr2); y cepa con interrupciones-supresiones en las 7 protcasas mayoritarias 

(CH 1 D.nprE, C!.aprE, C!.epr, C!.bpf, C!.mpr::b/e, C!.nprB::bsr, C!.vrpE::ery, protólrofa, 

Cnl::NmR). 

• Determinar las actividades enzimáticas de PDC y ADHB de las cepas obtenidas, así como 

la producción de etanol. 
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MATERIALES\' MÉTODOS 

En la tabla J se presentan las cepas bacterianas, en la tabla 2 se presentan los vectores, y en la 

tabla 3 los oligonucleÓtid.Ós, títilizados o construidos en este trabajo. 

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

Cenas Genotino y/o fenotino Fuente 
E. coli XLJ-bluc supE44. hsdR 17. recAI. e11dAI, .izwA46 Cepario del Laboratorio 

(NalR). thi. re/A l. lm: F"[traD36 proAB+ lacJ'I 

lacZ~M 15. Tn 1 O (TetR) j. Cepa transformable a 
altas eficiencias y deliciente en recombinación. 
Modifica pero no restringe el DNA 
transformado. por lo que se utiliza para 
propagar a gran escala plúsmidos. fagos 
lilamcntosos y fagémidos. El F"de esta cepa 
permite la selección de colonias blancas/azules 
en X Gal y permite la super-infección con el 
bacteriófauo M 13. 

E. coli .ll'vl 1O1 .rnpE. thi. D. (lac-proAB). F' Cepario del Laboratorio. 
( Rodríuuez et al .. 1975) 

/J. suhtilis BB80 D.111nE. hisA. g/1'13 Cepario del Laboratorio 

11. s11hti/i.1· BB82 D.11pr/:'. hisA. h¡Jr?. Cepario del Laboratorio 

H .\'/lhtili.1 Bl3 l 7 BB80 degl '32 Cenario del Laboratorio 
H s11h1ilis .1.11 BB80 Cm1

{. w111·::1'apr/:'ttuaca-/acZ (Jan et al .. 2001) 
/J. .\'/lhlilis TrpC2. D.11prl:'. ~aprE. D.epr. D.h¡J( D.mpr::h/e. (Ye et al .. 19%) 
\\' B 700 D.11¡Jr/3::hsr. D.1Tp/:'::er\' 

H .111h1i/i.1Cl11 \\'B700 protútnifo. Cm". l.in". I'.riR (l lcrnúndez. 2003) 
CIII Nm 1

' CI 11 Cm::Nm Este trabajo 
Cill SpR Cl 11 Cm::Sp Este trabajo 
SR-1 BB80 Cm 1

{. w11y::l'rr11.·l-/ac/, Este trabajo 
SR-11 CI 11 N111 1

{. C111 1
{. am\'::l'rrn.·1-/ac/, Este trabajo 

SRI CI 11 NmR. Cm 1
{. Este trabajo 

lllll \ ':: l'amEt tgaca· j}l/c, údh/l'c1:rl ! I 
SIC BB82. C111 1<. amv: :J>aprEttgaca/mlc/adhll'cry!!I Este trabajo 
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Ti1hla 2. Vectores utilizados o construidos en este trabajo. 

Vector Características Fuente 
pUC19 Es un plásmido de alto número de copias en E. co/i, BioLabs 

tiene origen de replicación derivado de pBR322. El 
sitio de clonación múltiple está en fase con el gen 
/acZa. Posee el gen hla (J\p1

\ 

pLOl276 Derivado de pUC 19 que contiene el gen pdc de Z. (Conway et al., 
mohilis bajo la rel!ulación de PlacZ. 1987a) 

pLOl284 Derivado de pUC 19 que contiene el gen adh/3 de Z. (Conway et al .• 
mohilis bajo la regulación de PlacZ. 1987a) 

pCm::Nm plCl 77. Cm1(::Nm 1
( BacillusStockCenter 

pCm::Sp plCl 77. Cm 1(::Spl( Baci 11 usS tockCenter 
pSG-PLK Derivado de pSCi35. l que posee el 

.. 
Sitio de (Jan et lll .. 2001) 

clonación múltiple de plJC 19 en lugar del l'llprE 
pSG-aprEttgaca Derivado de pSG-l'LK que porta l'llprE, (.1 an et al .. 2001) 

modificado en la caja -35. fusionado a lllcZ. 
pCR-Blunt 11- Permite la clonación de productos de PCR. con la ln\'itrogen 
TOPO selección directa de rccombinantes \'Ía interrupción 

del !.!en letal ccdB. Posee el !.!en kan (KmR). 
JJTOPO-Prm.-1 Deri\'ado de pTOl'O que porta Prm.·I P2 Este trabajo 
nSG-Prm.-1 Derivado de pSG-l'LK que porta l'rm..1 P2 Este trabajo 
pTOPO- Derivado de pTOPO que contiene l'aprl:' con la Este trabajo 
aprflll!ac.:a modifición TTGJ\CJ\ en la caja -35. 
pTOPO-pc/c Derivado de pTOPO que contiene el gen pele de Z. Este trabajo 

mohilis. 
pTOl'O-mlh- Derivado de pTOl'O que contiene el gen adh/1 de Z Este trabajo 
terml mohilis. sel!uido del Tcn·IJ/.·I de 11. t/111ri11gie11.1·i.1·. 
pUC-aprlútgaca Deri rndo de pUCl9 que contiene Pa¡nE con la Este trabajo 

modilición TTGACA en la caja -35. 
p'l'OPO-pc/c-C1clh- Deri\'ado de pTOPO que contiene los genes pele y Este trabajo 
terml Cldh/1 de z. J//Ohilis seguidos de Tc1:l'lllA de 11. 

t h 11ri11g i e ns is. 
pUC-aprEttgaca- Deri\'ado de pl.IC 19 que contiene l'aprE con la Este trabajo 
pc/c-aelh-term I modifición TTCi/\CA en la caja -35. seguido de los 

genes pele y adh/1 de Z. 111ohilis y al linal el Tc1:11///A 
de /3. th11ri11gie11sis. 

pSG-BFJ\E Deri\'ado de pSG-PLK en el que se sustituyó el Este trab¡~jo 
PLK-lacZ por un l'LK corto formado por los sitios 
Baml 11. Fsel. Ase!. EcoRI 

pSG-aprEttgaca- Derivado de pSG-BFJ\E que contiene PaprE con la Este trabajo 
pelc-aelh-term I modificación TTGJ\CJ\ en la caja -35. seguido de 

los genes pele y aelhB de Z. J//Ohi/i.1· y al final el 
Tcrvl/JA de B. th11rim~ie11sis . 

.. - . ___ ,, ___ . ----
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Tabla 3. Olignonucleótidos utilizados. 

Nombre Secuencia* 
rib5 5-CGG GAT ccc GCT GAA GGT GTT A TT CTA ATA TCG ero ATO 

ACG AAC AGC-3 
rib3a 5-TAT TAT CAT AAC ATT TAC cae cae TAC TGT CAA CAA CTT TTT 

AGC ATT TTC TTT TCA AAA-3 
rib3b 5-AGG TAC COA CAG TAT AAC TCA TTC TTT ACC GCT CCT TTA 

AGC GAC TTT ATT ATC ATA ACA TTT ACC G-3 
aprE Bnml-11 5-CGC GGA TCC GC A TCT GAT GTC TTT GCT TGG CG-3 
aprE_Fscl 5-GCA AGG CCG OCC AGA OTA OAC TTA CTT AAA AOA CTA TTC 

T0-3 
so PDC 5-GTC GGC CGO CCA AOG AGG AGT AAG CAA TOA GTT ATA ero -

TCG G-3 
pdc3'-Ascl 5-CTT GGC GCO CCT TAC GGC TGT TGG CGG GCA GC-3 
Ascl adhB 5-TAA GGC OCG CCA AGO AGG GTA TAG CTA TGG CTT CTT CAA -

CTT TTT ATA TTC-3 
adh-tcrmA 5-TCC GGT CAA TTG GAG TGA TGT CCG TTT TCC TOT TTT GAA ATT 

AG 
terminador 5-AAA AGA ATT CAA AAA AAA ACO OAC ATC ACT ceo OTC AAT 

TGO AOT 0-5 
AFB - nmy 5-TTA GGC GCG CCT TOG CCG GCC TTG GAT CCG GGC J\CjG CCA 

TGT CTG CCC 0-3 
Ase Eco-Cm 5-GAG GGC OCG CCT TGA ATT ere ATO TTT GAC AGC TTA TC-3 
catps~wlk 5-CTT TCT TAT CTT GAT AAT AAG GGT AAG TAT TGC CG-3 
laczpsgplk 5-0GG TAA CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC G-3 
*Todos los oligonucléotidos fueron hechos por la Unidad de Síntesis IBT-UNAM. 

Condiciones de Crecimiento 

E. co/i se creció en medio Luria-Bcrtani (por litro: 1 O g bactotriptona; 5 g extracto de levadura; 5 

g NaCl) líquido o solidificado con agar al 1.5%. E. colilpTOPO se seleccionó en LB Km 50 mg/I, 

las deri\'adas de pUC 19 en Ap 200 mg/ml y las derivadas de pSG Ap 100 mg/ml. Para observar 

producción de etanol se suplementó el medio LB con 20g/I glucosa. Todos los cultivos se 

crecieron a 3 7ºC y 300 rpm, a menos que se especifiquen otras condiciones de incubación. 

B. s11h1i/i.1· se creció en medio para csporulación Schacffor líquido (por litro: Sg caldo nutritivo, 

0.25g MgS04 71-bO, lg KCI, se adiciona a la solución estéril: lml FeS04 7I-b0 lmM, lml 

l'vlnCb 41-bO 1 OmM, 1 mi CaC(i 2H20 1 M) o solidificado con agar al 1.5%, seleccionando a las 

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

crecieron a 37ºC y 300 rpm, a menos que se especifiquen otras condiciones de incubación. 
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Procedimientos genéticos y técnicas de DNA rccombinante 

Todas las enzimas de restricción, T4 DNA polimerasa y marcadores de peso de fragmentos de 

DNA fueron obtenidos de New England BioLabs o MBI Fermentas, y se utilizaron de acuerdo a 

las recomendaciones de los fabricantes. Los demás reactivos necesarios para el trabajo de 

microbiología y biología molecular se obtuvieron de Sigma-Aldrich Química, Rescarch Organics 

!ne, Mcrck-México y Difco Laboratorics. Por lo general, las manipulaciones de DNA, que no se 

describen en este apartado, se llevaron a cabo por técnicas estándares, tal y como se describe en 

(Maniatis et al., 1989). 

Reacciones de ligación. Para llevar a cabo las reacciones de ligación se utilizó T4 DNA ligasa 

procedente de New England BioLabs o MBI Fermentas, y se utilizó de acuerdo a las indicaciones 

del fabricante. Por lo general, se llevaron a cabo ligaciones 1: l y 1 :5 (Vector: Inserto) siendo la 

relación 1 :5 la que proporcionó el mayor número de clonas recombinantcs adecuadas. 

Tr:msfornmción con DNA. El microorganismo huésped utilizado para la construcción de los 

diferentes vectores fue E. coli XLl-blue. Las células elcctrocompetentcs de E. coli XL 1-blue se 

prcparnron usando el medio YcnB (medio de crecimiento libre de sales). Asimismo E. coli se 

transformó usando el método de electro-transformación descrito por (Sharma y Schimke, 1996). 

13. s11b1i/i.1· se transformó en estado de competencia utilizando el método descrito por 

(Anagnostopoulos y Spizizen, 1961 ). 

Purificación de DNA. Para el análisis de clonas recombinantes, el DNA de plásmido se extrajo 

por el método de lisis-alcalina descrito por (Rodríguez y Tait, 1983). Para los experimentos de 

clonación, los fragmentos de DNA procedentes de reacciones de PCR y de digestiones con 

enzimas de restricción mayores a 500 pb se anulizaron y purificaron por gel de agarosa al 0.8 y 

1.2 %. la purificación de DNA a partir de una banda de gel de agarosa se llevó a cabo por el 

método di! destrucción-congelación del fragmento de agarosa con la posterior extracción con 

li:nol y cloroformo. o bien utilizando el kit Rapid Gel Extraction Systcm de Marligen Biosciencc 

lnl:. 
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Los fragmentos de PCR menores a 200 pb se analizaron y purificaron por gel de poliacrilamida 

7.5% con TBE, la purificación de DNA a partird~.~ma banda ele gel de poliacrilamida se llev~ a 

cabo poniendo este fragmento en un tubo cppcndorf de 1.5 mi y agregando 1 mi de agua mQ 

estéril e incubando a 37ºC, 300 rpm durantcJ 2 h .. Dcspués se saca el trozo de gel y se concentra 

hasta 50 ~lL al vacío (en Savant). 

Las extracciones de DN A cromosoma(. de;.B .. subt i.l is se hicieron. por. el ki t.MicrobiaL. Gcnomic 

DNA lsolation de MO BIO Laboratories, h~b.; a partir de cultivos crecidos durailtc 24 ha 37ºC y 

300 rpm. 

PCR. Las reacciones en cadena de la 'ÍJolimcrasa se realizaron utilizando Elongasa (Ncw England 

BioLabs). Vent polimerasa (Ncw England BioLabs) o Tfu polimerasa (Q-Blügcne). Las mezclas 

de reacción se prepararon en un volumen final de 50 ~tL, con los siguientes reactivos: 50 ng de 

DNA como templado. 35 pM de cada oligonucleótido iniciador, 0.2 mM de mezcla de dNTPs. 

amortiguador de enzima al 10% y 1-2 unidades de DNA polimerasa. La amplificación de las 

mezclas se incubaron en los tcrmocicladores Robo Cycler gradicnt 96, Stratagcne o PCR Sprint, 

ThermoHybaid. El programa de amplificación se diseiio considerando el tanmiio del templado a 

amplificar, la temperatura de alineamiento de los oligonuelcótidos y la polimcrasa utilizada. 

PCR recursiva. La secuencia del promotor 

rmA P2 se obtuvo utilizando la técnica de 

PCR recursiva descrita por (Prodromou y 

Pearl. 1992). A partir de tres iniciadores de 

70 nucleótidos se construyó una secuencia 

de 157 pb (secuencia que incluía el PrrnA, 

SD e inicio del gen pele). En esta técnica 

cada primer sirve de templado de aquel aligo 

con que aparca, (ver figura 4). Los 

oligonuclcótidos mayores de 40 nucleótidos 

se purificaron por gel de poliacrilamida 20% 

con urea 8M. 

70bp 
A 5' ---.3' PCR 
B 3·~5' 
e 3·.-s· 

A 5' 3' 
B 3'..i---5' 
e + 3'+--s-

PCR 

A S' 157bp 
~ 3' 

e 3·+-----5· 

Figura ..i. Representación del l'CR recursivo. 

En 111 mism11 re11cción se adiciorurn los tres 
iniciadores (A, n y C), en una primera reacción de 
l'CR, A 11parc11 con n y se 11111pliflc11n. En un11 
segunda reacción de l'CR, A y11 podr1I 11parcar con 
C y se amplific11r:i la secuencia completa. 

r ''¡ ' 
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Clonación en 'fOPO-Blunt. Se utilizó Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit de lnvitrogen, para 

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

Amílisis de Secuencia de DNA. Los tres elementos clonados en pTOPO se secuenciaron en 

ambas direcciones por el método de secuenciación de Sanger, utilizando los oligonucleótidos 

M 13 Reverse Primer y M 13 Forward (-20) incluidos en el Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit, 

lnvitrogen. También se secuenció el promotor rmA P2 en la fusión con /acZ clonados en el vector 

pSG-PrmA, utilizando los oligonucleótidos catpsgplk y Jaczpsgplk. El DNA para ser secuenciado 

se purificó con el kit Rapid Plasmid Miniprep System de Marligcn, Bioscience !ne. Ambos 

análisis fueron llevados a cabo por la Unidad de Secuencia, IBT-UNAM. 

Análisis de Proteínas. El análisis de proteínas se llevó a cabo por electroforesis en gel de 

poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio. E. co/i silvestre, E. ca/i/pUC-aprEttgaca-pdc-adh-terml y 

E. ca/i/pSG-aprEttgaca-pdc-adh-terml se hicieron crecer por separado en LB con 20 g/l de 

glucosa se incubaron a 30ºC y 120 rpm durante 7.5 h. Se tomó el volumen correspondiente a 0.3 

D060o que equivale aproximadamente a 2 mg/ml de proteína. Las muestras se prepararon de 

acuerdo (Laemmli, 1970). Se aplicó sobre cada carril la muestra correspondiente a 1 O ó 15 ~lg de 

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

Ensayo de Actividad de J3-galactosidasn. La 13-galactosidasa hidroliza el enlace 13-glicosídico de 

la lactosa liberando galactosa y glucosa. Para la determinación de Ja actividad de la l3-
gall1ctosidasa se utiliza O-nitrofenil-13-D-galactósido (ONPG), compuesto que posee un enlace 13-

glicosídico que puede ser hidrolizado por la 13-galactosidasa liberando galactosa y 0-nitrofenol, 

compuesto que absorbe a 420 nm, este método fue descrito por (Miller, 1972). La actividad 

enzimática se reportó como unidades internacionales por miligramo de proteína celular total 

(~unol/m i n-mgp1mr). 

Ensayo de Actividad de Piruvato Descarboxilasn (PDC). La PDC produce acetaldehido y C02 

a partir de piruvato, su actividad se determinó por medio de la reacción acoplada con la enzima 

----·-------· 

( 11 ::';----,., 

. · . rr ~¡ 
.. ·:: '..":0'.__¡ 
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Alcohol Deshidrogenasa (ADH). La ADH reduce al acetaldehído a etanol y oxida al NADH en 

NAD+, en el ensayo se monitorea la oxidación de NADH pues este compuesto t~~ne lll\pic2 de 

absorción a 340 nm (Hoppner y Doelle, 1983). La actividad enzimática se reportó como uni.dades 

internacionales por miligramo de proteína celular total (~unol/min-mgpRoT). En detalle este 

ensayo se describe en el Apéndice A. 

Ensayo de Actividad de Alcohol Dcshidrogcnasa H (ADHB). La ADl-IB de Z. mobilis cataliza 

la reducción de acetaldehído dependiente de NADH a etanol. Además, esta ADHB de Z. mobilis 

tiene la particularidad de catalizar de forma reversible esta reacción. La actividad de ADHB se 

determinó a partir de la reacción inversa en la que se monitorea la reducción de NAD+ 

dependiente de etanol (Neale et al .. 1986). La actividad enzimática se reportó como unidades 

internacionales por miligramo de proteína celular total (~tmol/min-mgpRoT)· En detalle este 

ensayo se describe en el Apéndice B. 

Dctermirrncilin de glucosa. El consumo de glucosa se cuantificó en el analizador Bioquímico 

YSl mod. 2700. utilizando O-glucosa oxidasa inmovilizada. 

Ensayo parn Producir Etanol i11 vitro. Las enzimas necesarias para producir etanol a partir de 

piruvato son PDC y ADI-18, ambas enzimas se encuentran en el extracto celular de KO 1 l, SR 1 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 podrá producir etanol in vi/ro. En detalle 

este l.!nsayo se describe en el Apéndice C. 

An:ílisis por Cronrntografía de Gases de Productos Metablilicos. La producción de etanol se 

cuantificó por cromatografla de gases (Agilent 6850, Wilmington, D.E.), utilizando como 

estándar interno 1-butanol. 

r ----------··· .. ,-.~;::--~ ' • •,,¡ 
' ' 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Tras un análisis para escoger el promotor adecuado que regularía al operón etanologénico se 

decidió utilizar al PrmA P2, debido a que está reportado que tiene una expresión constitutiva, y 

además una expresión de fuerza media que no comprometería el crecimiento adecuado de la 

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

Construcción del promotor del gene rruA P2 utilizando In técnica de PCR recursiva 

El promotor de genes ribosomales de B. subtilis (rrnA P2) presenta varios elementos 

conservados, como son: la caja -35 (TTGACA), el dinucleótido TG en -15 y una zona rica en 

adcninas arriba de la caja -35, la caja -1 O sólo varía en una base respecto al consenso (TATgAT), 

además conserva la distancia de 17 pb entre las cajas -35 y -1 O (Hclmann, 1995). 

Adicionalmente, el promotor rmA P2 precede a un sitio de unión a ribosoma (RBS) diferente en 

una base respecto al consenso (AAGGAGc) para /3 .. rnhtilis. 

El producto del PCR recursivo incluye: el sitio de restricción, la región promotora PrrnA, el sitio 

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

104 bp SD 8pb 

- - •• • w • + ;aµ ·!i'i18~tc1~t---ipa&'I' .aaa-a,. TTGACA.,.,,J .,.tg, .TATGA,T_,aa_. ª~------_,- ¡~ 
-35 17 bp -10 +1 22bp 

157 bp 

Figura 5. Representación del l'rm.-1 1'2. 

i\luestra al l'rm.-1 de /l .. mhtili.~ seilahíndose las hases consenso en la secuencia del promotor (10-lhp), seguido 
del RBS, separado 8pb del codón de inicio del gen ptlc (22pb). Al principio de esta secuencia se le adicionó un 
sitio de restricciún BamUI parn íacilitar su colonaci6n. 

r 
: i'l" 

1 "· !~ ... 
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Clonación del producto de PCR recursivo en el phísmido TOPO-Blunt. 

El producto del PCR recursivo de 157 pb se clonó en el plásmido TOPO-Blunt. La construcción 

correcta se confirmó por análisis con endonucleasas de restricción, comprobando la conservación 

de los sitios de restricción incluidos; también, se corroboró por secuenciación. 

Construcción del phísmido pSG-PrrnA por medio de la fusión de la región reguladora 

(Prr11A P2) con el gen /acZ del phísmido pSG-PLK. 

pSG-PLK es un plásmido que presenta las 

siguientes características (ver figura 6): a) 

tiene un origen de replicación para E. co/i, b) 

es un plásmido suicida para B. subtilis pues 

no presenta origen de replicación para esta 

bacteria. pero no lo requiere pues se desea 

que se integre en el genoma de éste. Para 

dicho propósito cuenta con dos regiones del 

gene amy (forward y back), con las que 

puede llevarse a cabo una recombinación 

homóloga doble. e) cuenta con resistencias a 

los antibióticos ampicilina y cloramfenicol, 

d) posee al gen lacZ y, e) el polilinkcr de 

plJC 18 (PLK) que precede al gen /acZ (Jan 

et a/., 2001 ). 

pSGPLK 
9709 bps 

Col. El Ori 
Bpu 1102 

Figura 6. H.epresentacié111 esquenuHica !lel vector 
pSG-l'LK. 

Col. El Ori: origen !le replicaci(1n. amy/J: segundu 
parte !le 1:1 secncncia del gen amy, Cm: resistencia 
a clornmfenicol, l'LK: sitio milltiple !le clonación, 
lacZ: gen que codifica para la ¡3-gulactosidasa, 
amyF: primera parte de la secuencia !lel gen 11111y, 
Ap: resistencia u ampicilirrn. 

Cabe mencionar que el gen lacZ de este plásmido carece de codón de inicio por lo que la fusión 

involucró la utilización del codón de inicio del gen pdc (que forma parte del producto de PCR 

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

como gen reportero para evaluar la fuerza del promotor rmA P2. Para llevar a cabo la 
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construcción del pSG- PrrnA, el fragmento de 9688 pb resultado de la digestión EcoRl y Baml-11 

polimerizado del plásmido pSG-PLK se ligó con el fragmento de 164 pb resultado de la digestió11 

EcoRl y Rsal del PrrnA construido con el PCR recursivo. 

pSG-PrrnA es un plásmido que presenta las 

siguientes características: a) tiene origen de 

replicación para E. coli, b) es un plásmido 

suicida para B. subli!is, no presenta origen 

de replicación para éste, pero favorece su 

integración en el genoma de B. subli!is; 

cuenta con dos regiones del gen w11y para 

llevar a cabo una recombinación homóloga 

doble. e) cuenta con resistencias a ampicilina 

y cloramfcnicol, y d) tiene el gen lacZ 

precedido de PrmA P2. por lo que se 

encuentra bajo su regulación, ver figura 7. 

EcoRl 

pSG-PrmA 
9709 bps 

Figurn 7. Vector pSG-PrmA. 

'Bpul 102 

En este Yector /11cZ se cncucutru bajo In rcgul11ción 
de PrmA. 

La fusión genética de lacZ con el PrmA en pSG-PrrnA se corroboró por patrón de digestión y por 

sccuenciación, ver figura 8. 

AGGGTAGTTTCAGAATCCACCGGGAATTCGCCCTTCGGGATCCCGCTGAAGGTGTTA 
TTCTAATATCGCTGATGACGAACAGCTTTTTTGAAAAGAAAA TGCTAAAAAGTTGTT 
G ACAGTAGCGGCGGTAAA TGTT A TGA T AATAAAGTCGCTTAAAGGAGCGGTAA 
A GA..I G TU TA CTGTCGGTG ATCC Cgtcgt tttacaacgtcgtgactgggaaaac. 

Figura 8. Secuenciuciíiu de lu fusión de PrmA a /ucZ. 

Las cajas -35 y -1 O se muestran en negritas, el RBS se muestra subrayado, el sitio EcoRI se muestra tachado, 
el codí111 de inicio eshí sobresaltado, fragmento de secuencia de ¡u/e en cursivas, el inicio del marco de lecturu 
de /11c7. en pSG-PLK en minúscuh1s. 
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Obtcncitín de las cepas Ct-11 Nm1
{ y Ct-11 Sp" derivadas de B. s11btilis CH 1 

Una de las cepas propuestas para integrar los genes pdc y adhB es B. s11btilis CHI (Hernández 

Bustos, 2003). Dicha cepa es protótrofa y no productora de las siete proteasas mayoritarias, es 

· 1 c 1 c R 1 · ·• derivada de 13. subtilis WB700, (Ye et al., 1996). Pero a cepa H es 1)1 y a 111tegrac1on que 

se propone llevar a cabo se selecciona por CmR; motivo por el que debía anularse la resistenci¡¡ a 

Cm en la cepa huésped. 

Primero. se corroboró que B. subtilis CH 1 no fuera resistente a los antibióticos que se usarían 

para interrumpir a cal. El resultado: 13. subtilis CH! es Nms y Sps. Después, la cepa se llevó al 

estado de competencia y se transformó utilizando por separado los plásmidos pCm::Nm y 

pCm::Sp. dando lugar a las cepas CH! NmR y CH! SpR respectivamente. pCm::Nm y pCm::Sp 

son plúsmidos integrativos que llevan a cabo una recombinación homóloga doble en el locus cat. 

evento que conlleva la integración del gen de cambio de resistencia (Steinmetz y Richter, 1994). 

Posteriormente. las cepas de B. suhtilis 131380 y CH 1 NmR se llevaron a competencia para ser 

transformadas con el plásmido pSG-PrmA, dando lugar a las cepas 13. suhtilis SR-1 (13B80 CmR, 

amy::PrmA-lac.:Z) y /3. subtilis SR-11 (CH 1 Nm1\ Cm1
\ a111y::PrmA-lacZ) respectivamente. 

Evaluación de la fuerza del promotor rmA P2 en E. coli y B. s11bti!is. 

La evaluación de la fuerza de este promotor se llevó a cabo utilizando a /acZ como gen reportero 

en el vector pSG-PrrnA. Esta construcción se analizó bajo dos fondos genéticos: 

a) Como plásmido multicopia en E. co/i XLl-blue y E. co/i .IMIOI. 

h) Integrado en una copia en el genoma de B. subtili.1· SR-1y13. subtilis SR-11. 

El ensayo se realizó bajo las siguientes condiciones: cultivos de 50 mi de medio Luria en 

matraces baíleados de 250 mi incubados a 37ºC y 300 rpm. Las actividades se determinaron en 

fase de crecimiento de cultivo. La evaluación de las actividades de la 13-galactosidasa y el 

genotipo de cada cepa se muestran en la Tabla 4. 

~--------·--
'. •. . · . .,.n ~iry"T . l 
l [',: . · .:1'N 
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Tabl:1 .f. Actividades de 13-galactosidasa. 

Ce pus Ul/mgrRoT 

/J .. rnhti/i.\· 131380 (C.11pr /lis/\ g~¡o13) o.o 

13 .. rnhtili.\' SRI 12.4 
(131380 CmR. a111y::PrrnA-lacZ) 

B. .rnhtilis Clll (Nm") o.o 

/J. s11hti/i.1· SR2 (CHI Nm". CmR, 4.2 
a111y:: l'rr11.·l-/acZ) 

13 .. rnhtilis JJ 1 (131380 cm". 17,423.0 
m11.1·:: Pa¡,,./:'ttgaca-/a"7.) 

E. ""¡¡ .ll'vt I O 1 o.o 
F .. coli J l'vl 1O1 pSG-l'rrnA-/acZ 6,275.8 
¡,·. c·u/i XL 1-Bluc o.o 
lo. coli XLl-Bluc pSG-l'rrn/\-/acZ 5,621. 9 
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Se encontró que en ambas cepas de f?: coli, el 

rrnA P2 funciona como un promotor 

constitutivo, Sin embargo, la comparación de 

nuestros resultados con datos de la literatura 

no es sencilla debido a que no existe 

homogeneidad en las condiciones de las 

determinaciones de actividad enzimática, 

aunado a que se utilizan vectores con 

características diferentes. A partir de la 

compilación hecha por Martínez ( 1997), en la 

que compara niveles de actividad para esta 

enzima de datos publicados en la literatura, se 

presenta un intervalo de 56 a 316,200 

UI/mgp1mr. y si se incluyera al PrrnA P2 en 

esta compilación se encontraría en un nivel 

bajo en E. coli. Al ser integrado en una copia 

en el genoma de /3. suhtilis BB80 y CH 1 NmR 

no se observó actividad de 13-galactosidasa. 

Rudm:r y cols. ( 1993) reportaron que PrrnA P2 posee una fuerza media de expresión. Además, 

Dcnncr y Spicgelmen (1987) encontraron que a diferencia de E. coli, los promotores P2 de 13. 

suhtili.1· se encuentran regulados por la velocidad de crecimiento, pero que el promotor P2 es más 

acti\'O transcripcionalmente que el promotor P l. De tal forma que en este trabajo se esperaba 

encontrar una actividad de 13-galactosidasa con valores en el mismo orden de magnitud que el 

encontrado con la cepa de B. suhtilis BB80 amy::PaprEttgaca (Jan et al., 2001 ). Cabe mencionar 

que en esta construcción lacZ se encuentra bajo la regulación del promotor del gen aprEttgaca, y 

también se encuentra en una sola copia en el genoma. 

Recientemente Murray y cols. (2003), cambiaron las bases +5 y +7 (C y C por G y O) de la 

secuencia del promotor silvestre rrn/3 P2, resultando en la pérdida de la regulación del promotor 

rm/3 P2. incrementando casi 6 veces la fuerza de este promotor silvestre. En nuestro trabajo se 

·-----· - ·-· ------
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conservó la secuencia silvestre completa de PrrnA P2 de B. s11btilis, sin mutaciones en las bases 

+5 y +7, y las actividades encontradas en esta te~~s para .PrrnA P2 s51n demasiado bajas, 

sugiriendo que existe una regulación negativa sobre ·.este promotor. ·Sin embargo, debe 
- ' ' 

considerarse que esta expresión es el resultado de una sola copia en el genoma de B .. rnbtilis. 

Aunque, tampoco como plásmido multicopia se alcarizaronlas actividades predichas pero este 

análisis se llevó a cabo en E. coli como fondo genético (Murray et al.,2003). _ 

A partir de estos resultados se planteó la sustitución del promotor rrnA por el promotor del gen 

aprE como región reguladora del operón artificial que se desea construir. Este promotor ya ha 

sido caracterizado por Jan et al. (2001 ), reportando una multiplicidad de niveles de expresión 

variando tanto la secuencia del promotor, el RBS y el codón de inicio bajo diferentes fondos 

genéticos encontrando incrementos en la fuerza de expresión de hasta 290 veces con respecto al 

promotor silvestre en /3. s11b1ilis BBSO. Estos resultados ofrecieron un alto grado de aplicabilidad 

al proyecto ya que aunque prometían expresiones muy fuertes no comprometían el crecimiento 

del microorganismo pues su expresión inicia hasta llegar a la fase estacionaria, de esta forma se 

decidió el cambio de promotor rmA P2 por el promotor aprEttgaca. 

Construcción del operón nrtilici:tl completo 

El diseñó del operón artificial incluyó los siguientes elementos en tándem: el promotor del gen 

aprE (PaprE), sitio de unión a ribosoma (RBS). gen pdc. RBS, gen adhB y d terminador de la 

transcripción del gen c1:1·///..I de Baci//us 1h11ri11gie11sis. ver figura siguiente. 

PaprE.:.tt~:ici~ R BS 

Figura 9. Diseño del operún etanolugénicu que posee seiiales de regulacii'in que reconoce H .. mbtilis, y Jos genes 
¡u/e~· 111/11/J de/.. 1110/Ji/i.1. 
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Primero, cada elemento del operón artificial se amplificó por separado enmarcado por sitios de 

restricción diferentes. 

El promotor se amplificó enmarcado por 

sitios de restricción: 

El gen pdc se amplificó precedido del RBS: 

El gen adh se amplificó precedido del RBS y 

además seguido de la mitad del terminador: 

En un segundo PCR se amplifica al 

terminador completo. Cabe mencionar que la 

construcción de los terminadores debe 

llevarse a cabo en partes debido a su alta 

com plementariedad entre bases, 

característica necesaria para la formación de 

las estructuras en orquilla. 

• • 
Fsel 

•' • BamHl aprEttgaca Fsd 

111 
RBS 8bp pele 

• e 
J\scl 

. f ;t--··· ..... ' 
A sel RBS Sbp mlh/J Tc1:1·1/IA 

--:->{. -······ •• 
Ase! RBS Sbp aclh/J T,·1:\'lll.·I ErnRI 

Después por separado cada elemento se clonó en el vector pTOPO-Blunt analizándose cada 

construcción por patrón de digestión y por secuenciación, obteniéndose los siguientes resultados: 

Vector Patrón de digestión Secucnciación 
lp·roPO-aprl'.ttgaca Adecuado Adecuada 
lpTOl'O-pdc Adecuado Adecuada 
11TO l'ü-adh-term l Adecuado Adecuada 
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Se decidió usar a pUC 19 como vector para la construcción del operón, debido a que contaba con 

los sitios únicos de restricción necesarios para la clonación. 

El vector pUC-aprEttgaca se construyó a 

partir de la ligación del fragmento de 462 pb, 

derivado de la digestión EcoRl-BamHI de 

lpTOPO-aprEttgaca; y del fragmento de 

2665 pb. derivado de la digestión EcoRl­

BamHl de pUC 19. ver figura 1 O. 

El vector pTO PO-¡u/c-ad/i-tcrm se 

construyó a partir de la ligación del 

fragmento de 1731 pb, derivado de la 

digestión EcoRV-Ascl de IpTOPO-pdc; y 

del fragmento de 4 719 pb, derivado de la 

digestión Ascl-Baml-11/polimerizado de 

pTOPO-adh-term, ver figura 11. 

p UC-aprEttgaca 
3127 bps 

Baml-11 
J-lincll 

..... ~----1 Ps ti 
Hindi 11 

Figurn to. Vector pUC-11prEllgaca. 

Ori: origen de replicación, Ap: resistencia n 
umpicillnn, l11cZ: secuencia a del gen l11cZ, 
1'11prEttgnc11: promotor modificado del gen 11prE, 
PLK: sitio millliplc de clonaciúu. 

Ascl 

Figurn 11. Vector pTOPO-¡u/c-t111/Hcr111. 

Col. El. Ori: origen de replicación, Pl11cZ: 
promotor de l11cZ, ptk: gen de lu piruvnto 
dcscurhoxilasu, 1ul/1IJ: gen de In alcohol 
dcshidrogcn11s11, l11cZ: sceucnciu a del gen ltwZ, 
Kun: resistencia a knnumiciua, Zco: resistencia 11 

zcocinu. 

[-·----·-. -----·--.-."".-.···.· -. ----,. :"':·~: : c.,"• ,. :t' · ·r r 
F1· ·~ . . . .. ~1 ¡ 
..:::.~".:: . . . . .. .. ~ . __ _}~~J 



El vector pUC- aprEttgaca -¡ulc-m/11-tcrm 

(pUC-opcrón 1) se construyó a partir de la 

ligación del fragmento de 2952 pb, derivado 

de la digestión EcoRl-Fscl de pTOPO-pdc­

adh-tcrm; y del fragmento de 3127 pb, 

derivado de la digestión EcoRI-Fscl de pUC­

aprEttgaca, ver figura 12. 
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PaprEttgaca 
.::.s .. ~;,,-c::,;. BamHI 

t:, 

pUC-opcrón 
6079 bps 

EcoRI 

Figura 12. Vector pUC-opcrón. 

PLK 

Ap 

Posteriormente. se construyeron otros dos nuevos vectores pUC-operón2 y pUC-opcrón3, 

cortando y ligando por separado otros dos nuevos fragmentos de adh/J-tcrm. estas dos últimas 

construcciones transformadas en E. coli XL 1-Bluc presentaron actividad de ADHB en cajas 

indicadoras de aldehído con p-rosanilina (Jngram y Conway, 1987). Cabe mencionar que en las 

construcciones de pUC-opcrón, el opcrón quedó también b<tjo la regulación de PlacZ y que si se 

descara se podría utilizar IPTG como inductor. 

Evaluación de las actividades de PDC y ADHB, y producciém de etanol en E. co/i XLl-Blue. 

En la tabla 5 se muestran los valores de las actividades de PDC y ADHB, y la concentración de 

etanol producida. El ensayo se realizó bajo las siguientes condiciones: cultivos en 50 mi de medio 

Luria con 20 g/I de glucosa en matraces de 125 mi. incubados a 30ºC y 120 rpm, las actividades 

se determinaron en fose de crecimiento y la producción de etanol se evaluó a las 24 h del cultivo. 

r------·~·~·-·----~ 1 ~( ,. ~-~~ "''("',i\'i' 

¡ , ... 

l ' • ~~:~!iJ 

----------------------------



Tahlu 5. Evulu:1ciún de actividades de PDC y ADHB, y produccilÍn de etanol en E. co/i 
XLl-Bluc. 

Cepas PDC 
UI/mgp1urr 

E. coli KOl I 0.55 
XL l-13lue o.o 
XL 1-Blue/pl IC-operón I * n.d. 
XL 1-BludnlJ( '-onerón2 0.35 
XI .1-Blue/pl IC-onerónJ 0.40 
*Esta cepa posee una /\DI 113 de Z. mohi/is no funcional. 
n.d: i\cti\'idades no determinadas. 

ADHB Etanol 
lJ l/mg1•1u rr (g / L) 

1.28 7.22 
o.o O.O 
n.d. 2.05 
0.44 4.95 
0.69 5.01 
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/:'. coli KOl I es una cepa ctanologénica derivada de E. coli 13 (cabe mencionar que esta cepa estú 

patentada). la cual ha sido ampliamente caracterizada (lngrnm et al. 1999) y se utilizó como 

control positivo. E. coli XL 1-13luc silvestre fue incluida como control negativo. Las actividades 

de PDC y i\DHB no se determinaron en XLl-Blue pUC-opcrón 1 porque su velocidad de 

crecimiento disminuyó considerablemente. Sin embargo. produjo etanol al parecer utilizando su 

propia /\OH. Este resultado coincide con lo reportado por otros autores que sólo expn:san PDC 

de Z. 111obilis en E. coli, y obtienen etanol por la actividad de una i\DH endógena. ademús 

observaron que la cepa resultante era especialmente sensible a ciertos tipos de estrés. viéndose 

afectado su crecimiento (Brau y Sahm. 1986; lngram el al .. 1987). 

Las actividmh:s de i\Dl-IB se determinaron con un paquete celular fresco. para PDC se utilizó un 

paqw.:te celular que se almacenó 20 h a 4ºC; parece que este tipo de almacenaje no fue el mús 

mkcuado porque la actividad de PDC para KOl I usualmenh: es de 0.90 Ul/mgl'Rrrr. Las actividad 

de PDC y /\DI 113 para KO 1 1 fue 38 y 86% mayor que pUC-operónJ respectivamente. en 

consecuencia a las 24 horas del cultivo KO 1 1 produjo 44% mús de etanol que l<ts cepas derivadas 

de Xl.1-Blu\!. 
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Por otra parte, estos resultados nos indican que Ias enzimas PDC y ADH tienen actividad, y 

conlirman que la vía etanologénica es funcional, desviando el ílujo de carbono hacia la 

producción de etanol in vivo, lo que implica que el operón construido es activo en E. co/i XL 1-

Bluc. Al observar la funcionalidad del operón se decidió entonces construir pSG-aprEttgaca-pdc­

adhB-tcrm. 

Construcción del pl:ísmido pSG-BFAE a partir de pSG-PLK 

pSG-BFAE conserva las regiones del gen amy, las resistencias a Cm y Ap, origen de replicación 

para E. co/i, pero se eliminan de pSG-PLK, la región PLK y el gen /acZ sustituyéndose por un 

pequeño polilinkcr, que consta de 4 sitios de restricción: Baml-11, Fscl, Ascl. EcoRI (BFAE), para 

poder clonar e integrar cualquier secuencia enmarcada por estos sitios; además, este es un 

plüsmido más pequeño (6681 pb) en comparaci1ín con pSG-PLK (9712 bp). pSG-BFAE se 

construyó haciendo un PCR que ampli ti cara rodeando a pSG-PLK iniciando desde el término de 

lacZ hasta el inicio del PLK (ver figura 13 A). Después el fragmento amplificado se cortó con 

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

I 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
\ 

A 

Figura 13. Construcción del nctor pSG-BFAE. 

B 

A. La línea punteatlu muestra al fragmento ampliticatlo por PCH, las ílechus que se unen a la línea punteada 
simholízan el lugur dontlc alinean los oligonucleótitlos, las letras subrnyndns muestran los sitios de restricción 
incluidos en éstos. B. Vector pSG-BFAE, después tic la ligución sobre si 1úisnlo. 

--~- ~-· -----
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Construcción del phísmido pSG-aprEttgaca;.pdc-ad/tB-tcrm. 

El vector pSG-aprEttgaca-ptlc-(1(1/t B-tcrin 

(pSG-opcrón) se construyó a partir de la 

ligación del fragmento de 3381 pb, derivado 

de la digestión EcoRI-BamHI de pUC­

operon3; y del fragmento de 6631 pb, 

derivado de la digestión EcoRl-BamHI de 

pSG-BFAE. pSG-opcrón posee las 

siguientes características: a) tiene un origen 

de replicación para E. coli, b) es un plásmido 

suicida para 13. .rnbtilis pues no presenta 

origen de replicación para esta bacteria, lo 

que favorece su integración en el genoma de 

pSG -operón 
10040 bps 

Figura l.t. Vector pSG-opcrón. 

Ap Pstl 

13. suhtilis; e) cuenta con dos regiones del gen amy que se requieren para llevar a cabo una 

recombinación homóloga doble, d) cuenta con resistencias a ampicilina y clormnfcnicol, y e) 

tiene el opcrón artificial construido: PaprEttgaca-pdc-adltB-Tcryll/A, ver figura 14. 

Ernluaciún de la funcionalidad del operón en E. co/i/pUC-operún y E. co/i/pSG-operón 

Se evaluó la actividad de PDC, la 

producción de etanol y el rendimiento 

etanol/glucosa (Yno11,c;1<) de las cepas de E. 

t'o/i/plJC'-operón y E. co/i/pSG-operón. a 

partir de cultivos con 50 mi de medio Luria 

suph:mentaclo con 20 g/l de glucosa en 

matraces de 125 mi, incubados a 30ºC y 

120 rpm. Las actividades se determinaron 

en fose de crecimiento y la producción de 

etanol se evaluó a las 24 horas de iniciado 

el cultivo (tabla 6). 

Tabla 6. Evaluación ele actividad ele PDC y 
producción de etanol. 

Cepas ~¡ PDC Eta- y 
(h'') (Ullmg 1101 E1Ull-Gli; 

nrot) (l!. / 1) 
KOll 0.64 0.66 6.40 0.33 
XLl-bluc 0.35 o.o o.o o.o 
XLI- 0.39 1.1 1 5.55 0.38 
blue/pUC-
onerón 
XLI- 0.32 1.76 6.95 0.42 
bluc/pSG-
opcrón 

p velocidad especifica de crecimiento. E. co/i KO 11 
se utilizó como control positivo, E. coli XLl-Blue 
silvestre se incluyó como control negativo. 

¡----.;~;:·~---, -·:::.;, i.·r·-··- -1 
'· . .f~hl ~ 



La electroforesis en gel poliacrilamida­

dodccil sulfato de sodio muestra que XL 1-

bluc silvestre no presenta la banda 

correspondiente a PDC (62.3kD), que en los 

otros carriles se observa de forma clara y 

definida, ver figura 15. 1:;M--·•.·:~ ..., .... 

...... ....., _...... ........... _, .. _,,.., 
-!~V 
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-
Figura l S. Eleclroforesis en gel de pnliacrilamida. 

Carriles 1-.J: exlraclns proléicns de XLl­
hlue/pSG-operón (ciernas 10 y .J) y XLl­
hluc/pUC-operún (clonas 3 y 2). Carril 5: E. coli 
sill'cstrc (control negativo), Carril 6: Marcador 
de Peso. Carril 7: E. coli KOl I (control positivo). 

Cabe mencionar que en la tabla 6, la actividad específica para PDC que se reporta es 3 veces 

mayor que el promedio reportado en la tabla 5 para pUC-opcrón 2 y 3; pero como ya se 

mencionó, las actividades reportadas en la tabla 5 se evaluaron a partir de paquetes celulares 

previamente conservados en congelación, aunado a que las actividades PDC se determinaron 

llevando a cabo un tratamiento térmico indicado en el ensayo, tratamiento que no se llevó a cabo 

en las actividades de PDC reportadas en la tabla 6, en su lugar sólo se substrajo la actividad 

inespecífica encontrada en la cepa silvestre, a la actividad encontrada en la cepa rccombinante. 

XL 1-Blue/pUC-opcrón se incluyó como comparación de dos diferentes vectores que poseen al 

mismo operón. En este sentido. puede observarse que, aunque pUC-opcrón es un plásmido de 

mayor número de copias que pSG-operón, XL 1-blue pSG-operón posee mayor actividad de PDC 

que XL 1-blue pUC-opcrón; de hecho, el gel de análisis de proteínas también coincide con este 

resultado observándose las bandas pertenecientes a pUC-operón más tenues que las 

correspondientes a pSG-operón, ver figura 15. 

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

del plásmido no ocasiona un problema de carga metabólica. El operón construido es funcional ya 

r--· ··-··-------

' 'T1i(í''íl·· i~-r,··r--J 
1 

. ' ' .. '" 
1 11 (;'Pj' 

L.: : . · . _. r~ 1 1.,J~J.\ 
-·~- ~ ..... _, 
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que una cepa que originalmente no es etanologénica llega a pt'oducir etanol al contener el operón 

construido en este trabajo, y aunque XL 1-Blue no es u_t~a c:.er~~o-~ttst~ de producción de proteínas. 

recombinantes, la cantidad de etanol producida es comparable con la cantidad obtenida en KOl 1. 

De hecho, el rendimiento etanol/glucosa se acerca al teórico en XL 1-blue pSG-operón (YE1011101c 

teórico = 0.5). 

Obtención de la cepa ctanologénica de B. suhlilis. 

El operón artificial construido se integró en una copia en el genoma de B. subtilis, analizado en 

dos diferentes fondos genéticos: cepa con interrupciones-supresiones en las 7 proteasas 

mayoritarias (B. subtilis CH 1 NmR), y cepa con una mutación en el regulador negativo Hpr del 

promotor de la subtilisina (B. suhtilis BB82). 

Se seleccionaron tres colonias de cada fondo genético: amilasa negativo y resistente a 

cloramfenicol, pero ninguna de las seis colonias produjo etanol. 

Como ya se mencionó la integración del opcrón se lleva a cabo por medio de una recombinación 

homóloga doble en el locus del gen w11y. A este respecto cabe señalar, que el evento de la 

recombinación existe en B .. rnhtilis cuando éste se encuentra en estado de competencia, pero 

también este microorganismo en estado de competencia puede llevar a cabo otros eventos, como 

tomar fragmentos de DNA extraño e incorporarlos a su genoma de forma azarosa, que 

posiblemente le conferirán un ventaja para sobrevivir (por ejemplo, puede pasar de auxotrofías a 

prototrofías). 

Otro factor que afecta directamente a la recombinación son las mutaciones hacia abajo del 

plásmido que se pretende integrar, por tanto la heterogeneidad en la población del plásmido, 

provocada por la inestabilidad del mismo, serán evidentemente deletéreas en el evento de 

recombinación. Por ende, una recombinación exitosa depende de variables conocidas y 

desconocidas. por lo que será necesario hacer un monitoreo amplio de las cepas transformadas en 

un evento de recombinación. 

La expresión de proteínas heterólogas depende de eventos concretos y que están de alguna 

manera concatenados en varios niveles: como el replicativo, transcripcional, traduccional, entre 

otros. Ahora bien, si en el momento de obtener una cepa rccombinante en la que los principales 

indicadores demuestran ser correctos, pero no se obtiene la proteína recombinante de interés o el 

---.. -----· ··-- ----· 
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producto deseado de ésta, el investigador deberá hacer una revisión o análisis concienzudo de los 

elementos de crítica con Jos que cuenta; una estrategia también puede ~e!' Ja o~li111inació1~ o 

disminución de variables, esto denotaría la variable afectada. 

En cada nivel se puede obtener información o elementos de discernimiento Jlarri encontrar el 

problema en la expresión de proteínas hcterólogas: 

A nivel replicativo: integración correcta denotada por un PCRa partir0 d~.0cromosómal,-asícomo 

la secucnciación del PCR. 

A nivel transcripcional: análisis de la posible formación de estructuras sccunda,rias encl mRNA, 

El RT-PCR y el PCR en tiempo real podrían proporcionar información importante ri cerca de los 

mens<tjeros. 

A nivel traduccional: análisis de uso preferencial de codones, análisis de Ja expresión de proteínas 

en un gel de poliacrilamida, y la evaluación de las actividades enzimáticas. 

A nivel bioquímico: percepción de la célula como un ente que se reordena tratando de conservar 

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

microorganismo que se manipula. 

Obtención de cepas derivadas de B. subtilis con enzimas PDC y ADH funcionales. 

Nuevamente se llevó a cabo la integración del operón artificial en las mismas cepas antes 

analizadas: 13 .. rnblilis CH 1 NmR y B. s11b1i/is BB82. Las colonias transformadas se seleccionaron 

por la resistencia a cloramfenicol, se midió la actividad enzimática de PDC en un mayor número 

de colonias encontrando lo siguiente: 

Se analizaron 23 colonias derivadas de B. s11b1i/is CH 1 CmR sin importar que fueran amy (+), 

aunque la mayoría lo fueron. Tres colonias tuvieron actividad de PDC, dos de ellas fueron amy 

(+).y una amy (-)ésta última se denominó B. sublilis SRI, ver tabla 7. 

Tambi~n. se analizaron 54 colonias derivadas de B. s11blilis BB82, de las cuales 52 colonias 

fueron amy (-). encontrándose que sólo una tenía actividad de PDC, con un fenotipo amilasa 

negativa que se le denominó /3. s11b1ilis SIU, ver tabla 7. 



Tabla 7. Evaluación de las actividades enzim:íticas de PDC y ADH en cepas derivas de B . 
. m b I i/i s 

' . · .. . · .. ... 
Cepas PDC ADH Ami lasa; 

(Ul/mgp1rnT) (Ul/mgp1rnT) 

CH 1 Nm1< 7 0.230 0.328 (+) 

CH 1 Nm 1
< 19 0.448 0.000 {+) 

13. suhli/is SR 1 0.281 0.344 (-) 

13. s11h1i/is CH 1 Nmi< 0.000 0.000 (+) 

13. s11h1i/is SR2 0.672 0.359 (-) 

13 .. rnh1i/is BB82 0.000 0.000 (+) 

E.co/iKOllG 0.635 0.500 
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Todas las actividades se determinaron a partir de cultivos en tubos de ensaye de l 6X 150 con 6 mi 

de medio Schaeffer Cm5
, a 37ºC y 300 rpm. Las células se cosecharon a las 20 h de iniciados los 

cultivos. E. co/i KO 11 se incluyó como control positivo y, las cepas silvestres ele B. s11h1i/is CH 1 

NmR y BB82 como controles negativos. 

En 2001, Jan y col s., reportaron que la cepa JJ2 (BB82 amyE::PaprEttgacalfocZ cal) tenía dos 

veces la actividad de ¡3-galactosidasa de la cepa .IJI (8880 amyE::PaprEttgacal/acZ cal), 

resultado que coincide con lo encontrado en este trabajo: la cepa SR2 (BB82, Cm1\ 

a111y::PaprEttgacalpclcladhlrc1:i•llf) tiene dos veces la actividad de PDC de la cepa SR 1 (CH 1 

NmR. CmR. wny::PaprEllgacalpdc/adhlrc1:1•/lf), aunque sólo se observó que la actividad de ADH 

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

Producción de Etanol iu 1•itro 

Este ensayo se diseñó para saber si B. s11bli/is posee los cofactores, y además en las 

concentraciones necesarias, para que PDC y ADH de Z. mobi/is puedan ser enzimas funcionales 

in 1·ivo. El ensayo se planteó para producir el doble de la concentración mínima cuantificable por 

d cromatógrafo de gases (0.2 g/I), y por esto se observan cantidades pequeñas de etanol 

producido en las tablas 8 y 9. 
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Primero se procedió a la estandarización de la técnica, utilizando a E. coli KOJ J como control 

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

Tabla 8. Estandarización del ensayo pura producir etanol in 1•itro 
Rcac· ¡\ I! e J) E F (j 11 K l. l.L 1\1 N 
IÍ\'m, 

Gluco. X X X X X X X 
Piru\'at X X X X X X X X 
Nt\DI 1 X X X X X X X X X X 
Tl'I' X X X X X X X X X X 
ADl I X X X X X 
1:xtra1.:1 X X X X X X X X X X X 
celular 

Fl-<>11 1111 1111 11 o n.o O.O 11.44 0.24 0.40 o 23 0.5:! 0.24 0.24 0.23 11.24 U.23 

1" IJ 

Tras el anúlisis de los resultados de la tabla 8, se vislumbró la posibilidad de que el NADl-1 

tuviera etanol. probablemente debido a su proceso de purificación que incluyera etapas con 

solventes como etanol. Para comprobar esta hipótesis, se analizó una muestra con el NADH 

disuelto en el amortiguador de enzima en la concentración final del ensayo, evidenciándose que el 

NADH tenía 0.21 gil de etanol, cabe señalar que también podría tratarse de algún otro compuesto 

cuya señal coincida con el tiempo de retención correspondiente al etanol en el cromatógrafo de 

gases. Este resultado. nos refiere una concentración de etanol alrededor de 0.23 g/I como ruido 

del ensayo. En este ensayo E. coli KO 11 no pudo producir etanol a partir de glucosa, al parecer la 

acti\'idad de glucocinasa es bqja o nula y se requieren las membranas para que pueda ser 

ll)sli.wilada y pueda entrar a glicólisis. E. coli KOl I no pudo producir etanol in vitro, si no hay 

NADll. En contraste. KOl 1 puede producir etanol en presencia de NADH, aunque no se adicione 

Tl'I'. sugiriendo que las cantidades de TPP que la PDC necesita se encuentran en la célula 

hucsped. La adición de ADI-1 exógcna benefició el flujo hacia la producción de etanol, ver tabla 8. 

Después, se incluyó en el ensayo para producción de etanol in vi/ro a la cepa /3. subtilis SR2 

(cepa que presenta actividades enzimáticas de PDC y ADJ-1), como control positivo a E. coli 

KO 1 1 y como control negativo a B. suhtilis BB82, ver apéndice C. La tabla 9 muestra los 

resultados del ensayo. 
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Tabla 9. Evaluación de In producción de ct:rnol in l'itro de B. subtilis SR2. 

Reactivos A e D F 11 J 
Glucosa ........ - ----- ----- ----- ----- ------
Piruvato X X X X X X 
NADH ----- ----- .......... X X X 
TPP ----- ----- X ----- X X 
ADH ----- X ----- ----- ----- X 
Extracto celular X X X X X X 

E coli Kül 1 Et-OH (gil) o o o 0.39 0.44 0.49 
13. s11h1ili.1· SIU Et-OH (g/I) o o o 0.29 0.27 0.43 
/3 . .1'1/h/ili.1· 81382 Et-OH (g/l) o o o 0.25 0.26 0.23 

En la reacción .J de 13. subti/is SR2, se observa que si se agrega ADH exógena es suliciente para 

que puedan canalizarse esqueletos de carbono (piruvato) hacia la producción de etanol, 

invariablemente siendo funcional PDC; si no hay PDC no es posible obtener etanol, aún 

agregando ADH exógcna, esta producción de etanol como es el caso de 13. subtilis 131382, ver 

tabla 9. 

Aunque en la reacción F de 13. subtilis SR2 la cantidad de etanol obtenida es casi nula, aunado al 

resultado de la reacción J; la hipótesis, de que la expresión de las enzimas era todavía baja en la 

etapa de crecimiento del cultivo de cosecha, se ve favorecida. 

El ensayo denotó que TPP. cofactor necesario para la funcionalidad de PDC, está presente en la 

concentración necesaria para esta enzima. por lo que PDC puede ser funcional bajo el abrigo de 

13. suhtilis. Mironov y su grupo han estudiado la síntesis y regulación de TPP en /3. subtilis, y al 

parecer es un cofactor que se sintetiza en cantidades adecuadas y participa en numerosas vías 

metabólicas (Mironov et al., 2002). 

Se demostró que 13. subtilis SR2 puede producir etanol in vitro, pero que al igual que E. coli 

KO 11 requiere la regeneración 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 el al., 

1997). también se conoce que tiene un recambio elevado y que muchas enzimas compiten por su 

utilización. de manera que no es de extrañarse que sea fácilmente agotable si no se regenera 

rüpidamentc. De esta forma el excedente necesario para que 13. subtilis SR2 o E. coli KO 11 

puedan producir etanol in vitro no implica que haya un délicit de NADH in vivo, y que en 

consecuencia ADH no cuente con el NADH necesario para ser funcional. 
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Evaluación de las actividades cnzhmíticas PDCy ¡\_DH de las cepas B. subtilis .. SRI y B . 

. rnbtilis SR2 en presencia de glucosa. 

Tabla JO. Efecto de la glucosa sobre las actividades de PCD yADH en B. subtilis, cepas SR1 
y SR2 

Cepas PDC ADl-I 

(Ul/mgpRoT) (Ul/mgpwr) 

13. suhtilis SRI 0.13 0.13 sin glucosa 

13. suhtilis SR1 0.19 0.17 con glucosa 

13. suhtilis CH 1 Nm" O.O/O.O O.O/O.O sin/con glucosa 

/J .. \'llhtilis SR2 0.41 0.31 sin glucosa 

13. suhtilis SR2 0.30 0.25 con glucosa 

B. .\'llhti/i.1· BB82 O.O/O.O 0.010.0 sin/con glucosa 

En la tabla 1 O, puede observarse que la presencia de glucosa hay actividad de ambas enzimas. Sin 

embargo. puede disminuir la expresión de las enzimas PDC y ADH (13. subtilis SR2), pero la cepa 

/J. suhtilis SR 1 parece no verse afectada por la presencia de glucosa, aunque estos resultados 

todavía deben confirmarse en fermentadores. 

Evaluución de la producción de etanol de las cepas B. subtilis SRI y B. subtilis SR2. 

Se evaluó la capacidad de producción de etanol de las cepas B. subtilis SRI y /3 .• rnbtilis SR2, 

incluyendo a 13. subtilis cepas Ci-11 NmR y 8882 como controles negativos, a partir de cultivos 

en tubos de ensaye de l 6X 150 con 6 mi de medio Schaeffer Cm5 suplementados con 20 g/l de 

glucosa. incubados a 37ºC y 300 rpm. durante 48 h; con una nueva adición de glucosa (20 g/l) a 

las 24 h de iniciado el cultivo. se determinó etanol a las 48 hrs. En concordancia con los 

resultados di.: actividad. B. subtilis SRI produjo 0.8 g/l de etanol y /3. subtilis SR2 produjo 1.4 gil, 

las cepas /3. subtilis CH 1 NmR y 8882 no produjeron etanol aún en presencia de glucosa. Cabe 

mencionar que bajo estas condiciones de crecimiento, ambas cepas produjeron una cantidad 

considerable de acetoína, 13. subtilis SRI produjo 6.5 g/l y /3. subtilis SR2 produjo 10.2 gil, 
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anteriormente se ha reportado, que el acetato y Ja acetoína se producen en condiciones anaerobias 

bajo respiración de nitratos, cuando el nitrato se encuentra en altas c~rncentraci()nes .Cl'-í.~k~no el 

al., 1997; Espinosa-de-los-Monteros el al., 2001 ); y las condiciones del ensayo fueron diferentes. 

Ahora bien, este resultado indica que parte del esqueleto de carbono se dirige hacia la formación 

de acetoína, esto sugiere que si se interrumpiera esta vía que compite por el piruvato podría 

redirigirse el flujo de carbono hacia Ja formación de etanol, ver figura 3. 

Se confirmó la capacidad productora de etanol de Ja cepa B. subtilis SR2, incluyendo a B. s11b1ilis 

131382 como control negativo, a partir de cultivos con 50 mi de medio Schacffer en matraces 

balleados de 250 mi, incubados a 3 7ºC y 300 rpm durante 72 h, con adición de glucosa (20 g/I) 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 etanol (0.8 g/l) sugiriendo que parle del etanol se evapora en 

estas condiciones. La cepa B. suhlilis 131382 no produjo etanol. Estos resultados indican que es 

necesario llevar a cabo estudios de parámetros de cultivo a escala de fermentador para evaluar la 

capacidad que SR 1 y SR2 tienen para convertir glucosa en etanol. Cabe mencionar que 

nuevamente se detectó la producción de acetoína: /3. suhlilis SR2 produjo 1.6 y 1.8 g/l a las 48 y 

72 h. mientras que B. subtilis 13B82 produjo 5.6 y 3.8 g/l a las 48 h y 72 h. Si se observa la 

producción de acctoína, en /3. sub1ilis 131382 respecto a la de 13. s11b1i/is SR2 a las 48 h, se 

evidencia la dirección mayoritaria del !lujo de carbono en la cepa silvestre 131382, siendo que en la 

cepa modificada SIU existe una competencia por el piruvato entre dos enzimas, PDC y 

acetolactato sintasa (ALS), de forma tal que se produce etanol y acetoína, este hecho hace 

evidente que la posible interrupción de acetolactato sintasa podría aumentar la producción de 

etanol. 

Aunque 1.0 gil de etanol podría considerarse una concentración baja, comparada con la 

producción de etanol que alcanza cepas derivadas de E. coli con plúsmidos multicopia o con 

mutantes ctanologénicas de E. coli que tienen integraciones en cromosoma (lngram el al., 1991 ), 

debe considerarse que se encuentra en una sola copia en el genoma de 13. sublilis, y que aún es 

perfi:ctiblc. 

Otros grupos han intentado capacitar para producir etanol a bacterias gram positivas, usando Jos 

genes de pdc y adh de Z. mobi/is pero no han tenido resultados exitosos, atribuyéndolos a las 

posibles diferencias entre bacterias gram positivas y negativas, en eventos como transcripción, 
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traducción o degradación de proteínas (Barbosa y Ingram, 1994; Gold et al., 1996; Nichols eta/,, 

2003). Otros autores plantean la posibil!clad de aumentar la diversidad de ba~terias (~()mo las 

gram positivas) que puedan ser modificadas para producir altos niveles de etanol, utilizando 

genes de pdc de bacterias Gram positivas como Sarcina ventriculi, (Talarico et cil., 2001). 

Nuestros resultados demuestran que bacterias gram positivas como B. subtilis pueden producir 

ctnnol vía la expresión de las enzimas PDC y ADH ele Z. mobilis (una gram negativa). 

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

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

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

estudios de fermentación con las mismas. 
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CONCLUSIONES 

Por primera vez, mediante técnicas de DNA recombinante, se obtuvo producción de etanol en 

cepas derivadas de B. s11btilis; hecho especialmente meritorio es que cuentan con una mayor 

estabilidad genética, pues el operón etanologénico se integró en una copia en el genoma de B. 

s11btilis. 

Las enzimas PDC y ADHB de Z. mobilis pueden ser expresadas como enzimas funcionales in 

vivo por las cepas B. s11btilis SRI (CH 1 Nnl, Cnl, a111y::PaprEttgacalpdc/adh!rc1:1'flf) y B. 

suhtilis SR2 (BB82, Cm1\ amy::PaprEttgacalpdcladhfrcrylll); lo que indica que las secuencias 

reguladoras a nivel transcripcional y traduccional (secuencias consenso o silvestres), utilizadas en 

la construcción del operón artificial construido fueron reconocidas y utilizadas correctamente por 

dos fondos genéticos diferentes de B. suhtilis. Además, se obtuvieron actividades específicas de 

las enzimas PDC y ADHB comparables con cepas etanologénicas derivadas de E. co/i que poseen 

plúsmidos multicopia. 

La construcción del operón etanologénico en tandem. manteniendo los espacios conservados 

entre todos sus elementos, permite la integración de una vía metabólica fl.mcional completa. 

El promotor rmA P2 funciona como un promotor constitutivo pero de fuerza baja en E. coli, 

mientras que integrado en una copia en el genoma de B. subtilis no se observó actividad, lo que 

sugiere que el PrrnA P2 pudiera encontrarse bajo una regulación negativa. 

La cepa B. suhtilis SR2 posee una mutación en el regulador negativo Hpr, éste ocasiona que el 

nivel de expresión de todas las proteasas se incremente, aunado a que la cepa SR2 posee casi 

todas sus proteasas extracelulares funcionales. La cepa B. suhtilis SR 1 tiene interrumpidas siete 

proteasas mayoritarias. pero posee un regulador negativo Hpr funcional, lo que ocasiona 

disminución de la protcólisis. De manera tal, que el fondo genético de B. subtilis SR2 favoreció la 

expresión de pele y adh. pero parece que no su proteólisis; en comparación con el fondo genético 

de B. suhtilis SR 1. en el que la expresión se vió levemente disminuida, al parecer por el regulador 

negativo Hpr funcional. 

-···-··-----···----
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PERSPECTIVAS 

Caracterizar el crecimiento, actividad enzimática y formación de productos de las cepas 

ctanologénicas B. subtilis SRI y B. subtilis SR2, bajo condiciones de fermentación. 

Conducir estudios de optimización de parámetros, medios de cultivo y condiciones. de. 

fermentación (T, pi-!, alimentación de azúcares) para incrementar el nivel de producción de etanol 

y la conversión de glucosa en etanol en las cepas B. subtilis SR 1 y B. subtilis SR2. 

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

promotor de aprE para tener una expresión constitutiva de PDC y ADI-l. 

Con el propósito de incrementar la actividad enzimática de PDC y ADl-l, generar mutantes para 

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

Considerar el diseño de otro operón etanologénico utilizando un promotor constitutivo y fuerte, o 

bien. una combinación de promotores uno en fase de crecimiento, otro en fase estacionaria y otro 

en espornlación. inclusive podrían utilizarse en tandem. La utilización de promotores ribosonrnles 

sería una buena opción, pero debe tomarse en cuenta que están regulados por velocidad de 

crecimiento y condiciones de astringencia; además, pueden en un momento dado proporcionar 

problemas de carga metabólica si es muy fuerte su expresión, aunque ya se ha reportado que 

puede modificarse su regulación. 

Con el fin de eliminar la síntesis de compuestos que compiten con la disponibilidad de esqueletos 

de carbono para forma el etanol, considerar el diseño de un opcrón que ahora se integre en el 

locus del gen alsS que codifica para la acetolactato sintasa, y que inclusive quede bajo la 

regulación del promotor de este gen. 



APÉNDICE A. Ensnyo Enzin11ítico de PDC 

Rel/cción ~ 

Piruvato 
TPP 

-7 
(l'DC') 

Prepl/ración de reactivos 

Acetaldehido + C02 

1. Solución amortiguadora de fosfatos pH 6.5 
Cantidad Compuesto PM 
6.90g NaH2P04 l-120 137.99 

NADH 
~ Etanol +NAO+ 

(ADll) 

Molaridad 
0.05M 
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Disolver 6.9g en agua destilada, aforando a 
50% 

L. Antes de aforar ajustar el pH a 6.5 con NaOH 

2. Amortiguador de permcabilización 
Adicionar a 100 mi de la solución amortiguadora de fosfatos pl-1 6.5, los siguientes compuestos 
para hacer 100 mi del amortiguador de permeabilización. 
Cantidad Compuesto PM 
0.02033g MgCl2 61-1 20 203.31 
0.04608g Tiaminpirofosfato (TPP) 460.8 

3. Cloroformo 

Molaridad 
lmM 
lmM 

Tomar cloroformo fresco en un tubo de 18X 150. Usar una pipeta Pasteur con bulbo para 
adicionar gotas de cloroformo. 

4. Amortiguador de enzima 
Cantidad Compuesto PM Molaridad 
9.7620g MES 195.24 50mM 
1.0 l 65g l'vlgCb 6H 20 203.3 5 mM 
Disol\'er IVIES y l'vlgCb 61-120 en agua destilada aforando a 1 L y ajustar el pl-1 a 6.5 con KOH 
45%. El amortiguador de enzima puede guardarse en refrigeración y antes del ensayo sacar a 
temperatura ambiente el volumen que se vaya a necesitar. 
Los siguientes reactivos se deben preparar justo antes del ensayo. 
PIRUVATO: 100 mM (Pl'VI = 88) 
Disol\'er O.O 1 1 gen 1 mi de amortiguador de enzima. 

NADl 1: 3 mM (PM = 709.4) 
Disol\'er 0.0021 gen 1 mi de amortiguador de enzima. 

Tl'P (tiaminpirofosfato o cocarboxilasa): 2 mM (PM = 460.8) 
Disolver 0.0009 gen 1 mi de amortiguador de enzima. 

ADH (alcohol deshidrogenasa): 200 U/ 0.1 mi amortiguador 
Disolver 0.0007 gen 0.1 mi de amortiguador de enzima. 
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Pmcedimie/110 de permeahilización 
Verificar la 00600 de un cultivo fresco, usando el mismo medio que se usó para el cultivo como 
blanco. Cosechar 1 mi de una suspensión celular de una 00600 de 1. Centrifugar esta suspensión 
durante 2 min a 12000 rpm. 
Lavar dos veces d paquete celular con 1 mi de amortiguador de permeabilización. 
Rcsuspender d paquete lavado en 0.1 mi de amortiguador de pcrmeabilización. 
Adicionar 2 gotas de cloroformo y mezclar vigorosamente por 15 s en un vortex. Mezclar en la 
velocidad más alta por 15 s (3 ciclos de 4s de mezclado y 1 s de descanso). 
Después adicionar 0.9 mi de amortiguador de pcrmcabilización y mezclar suavemente por 
inversión 1 O veces. 

Jlfezclt1 de e11st1yo 
!Vlcdir y depositar los siguientes reactivos en una celda de 1 cm de paso. 

Compuesto 
NADH: 3 mM 
TPP: 2 mM 
PIRUVATO: 100 mM 
ADI-1: 200 U/ 0.1 mi 
Amortiguador 
Extracto celular 

Conc. final 
0.15 mM 
0.1 mM 
5.0mM 
JO U 

Volumen (µL) 
50 
50 
50 
5 

745 
100 

Usando un parafilm mezclar por inversión. Después de mezclar, determinar la absorbancia a 340 
nm por 3 min en un espectro fotómetro. · 

CÁLCULOS. 

Actividad volumétrica 
Uc111i111alml = 1 delta J\340/min)X 1 ]/[6.22XO. I] 
1 = volumen de reacción 
6.22 = coeticil:nte de extinción milimolar del NADH a 340 nm. 
0.1 = volumen en mililitros del extracto celular usado. 

At:tividad específica 
1 LJ/mgp1mr = (Actividad volumétrica) I (mgpwr/ml) 
111gp1w1/ml = D06oo x 0.23 

Eliminaciún de actividades incspccíficas 
A la actividad específica resultante de las cepas problema restar o eliminar la actividad específica 
de la cepa silvestre. 

Referencias. 
(Conway el al., J 987a; Hoppner el al., 1983; Neale el al., 1986). 
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APÉNDICE B. Ensnyo Enzimlitieo de ADH 

Reacción: 
Etanol+ 13-NAD+ 7 Acetaldehído + 13-NADH + H+ 

Permeabilización de células: 
Reactivos: 
A. Solución Stock del Amortiguador (MES)-KOJ-1 pl-1=6.5 
Cantidad Compuesto PM Molaridad 
3.901g (MES)-KOH 195.24 20mM 
0.407g MgCh·61-b0 203.31 2 mM 
2.992g NaCI 58.44 50 mM 
Se disuelven las sales en poco menos de un litro de agua destilada, ajustando el pl-I a 6.5 con 
KOH al 45% y se aforu a un litro con agua destilada. 

B. Amortiguador de Cosecha. 
El amortiguador de cosecha se prepara de forma fresca, para preparar 100 mi del mismo, se 
adicionan los siguientes compuestos a 100 mi de la solución stock del amortiguador (MES)­
KOI-1 pl-16.5. 
Cantidad 
0. l 762g 
0.0196g 

Compuesto 
C61-ls06 
Fe(Nl-14)2(S04)2 

PM 
176.2 
392.1 

C. Amortiguador de permeabilización 

Molaridad 
JOmM 
0.5mM 

L-ácido ascórbico 

A 1 O mi de amortiguador de cosecha se Je adiciona 1 O mg de lisozima. 

D. Cloroformo 
Se toma de forma fresca un poco de clorofomro en un tubo de ensayo de 18X 150. Se usa una 
pipeta Pastcur y un bulbo de plástico para adicionar el cloroformo. 

Procedimiento de Permcubilizaeilin: 
De un cultivo fresco ( 12, 16 o 24 h. según el caso) se mide la D06oo. Usando el mismo medio que 
si: utilizó para el cultivo (enfriado previamente en hielo), se ajusta la 00600 a 1 y se cosecha 1 mi 
de tal suspensión celular, se centrifuga 2 min. a 12000 rpm. La DO se midió en un 
espectrofotómetro usando celdas de plástico de 1 mi y usando el medio apropiado como blanco. 
Se lava dos \'eces los paquetes celulares con 1 mi de amortiguador de cosecha. 
Se resuspende el paquete lavado en 200 ~tL de amortiguador de pcrmeabilización. 
Se adicionan 2 gotas de cloroformo y se mezcla vigorosamente en un vortex por 15 s (mezclar 
con \'elocidad 5. 3 ciclos de 4 s de mezclado y 1 s de descanso). 
Se incuba en hielo durante 1 O min. después se adiciona 0.8 mi de amortiguador de cosecha frío y 
si: mide la actividad inmediatamente sin almacenar las muestras. 
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Reactivos: 
1. Amortiguador de enzima: 30 mM tris/1-ICI 
Cantidad Compuesto PM · Molaridad · 
3.63g Trizmabase 121.15 30mM 
Se disuelve Trizma base en agua destilada, se ajusta el pH a 8.5 con HCI y se afora a 1 L 

2. Etanol en tris 1 M (etanol PM=46.0, densidad=0.8) 
0.288 mi de etanol absoluto (100%) por 5 mi de Amortiguador de enzima. 

3. NAD+20mM 
O.O J 33g / 1 mi de tris Amortiguador 

Notas: 
El Amortiguador de enzima puede conservarse en refrigeración y llevarse a temperatura ambiente 
antes del ensayo. La solución B debe prepararse fresca el mismo día del ensayo porque los 
componentes de esta solución pueden oxidarse fácilmente. El NAO+ es inestable y debe 
mantenerse en hielo y usarse después de prepararse. 

Procedimiento: 
l'vlczcla del ensayo: Pipetear los siguientes reactivos en una celda de 1 cm de trayecto de luz. 
Solución Concentración final en Volumen 

la mezcla del ensayo ~LL 
NAO+ 20 mM 1 mM 50 
Etanol 1 M 850 
Extracto celular 100 
Se usa parafilm para mezclar por inversión. Después de mezclar, monitorear la absorbancia a 340 
nm por 3 min en el espectrofotómetro 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. 

Cülculos: 
Actividad volumétrica: 
ll1~11\1A/ml = 1 (delta Am/min) X 1] I [6.22XO. I] 
1 = volumen de reacción 
<i.22 =coeficiente de extinción milimolar de NADI-1 a 340 nm 
0.1 =volumen en mi de extracto celular usado. 
Actividad específica: 
l l l/mgpl<lll = D060o X 0.23 

Referencias. 
( Conway el al., l 987b; Mackenzie et al., 1989; Neale et al., 1986) 



APÉNDICE C. Ensayo pura Producir Etanol in 11itro 

Reacción 

Piruvato 
TPP 

7 
Extr/ccls 
(PDC) 

Preparación ele reactil'os 

Acetaldehido + C02 

1. Solución amortiguadora de fosfatos pH 6.5 

NADH 
7 

Extr/cels. 
(ADH) 

Cantidad Compuesto PM Molaridad 
6.90g NaH2P04 H20 137.99 0.05M 

Etanol +NAO+ 
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Disolver 6.9g en agua destilada, aforando a 1 L. Antes de aforar ajustar el pH a 6.5 con NaOH 
50% 

2. Amortiguador de permeabilización 
Adicionar a 100 mi de la solución amortiguadora de fosfatos pl-1 6.5, los siguientes compuestos 
para hacer 100 mi del amortiguador de permeabilización. 
Cantidad Compuesto PM Molaridad 
0.0203g MgCb 61-120 203.3 l mM 
0.0461 g Tiaminpirofosfato (TPP) 460.8 1 mM 

3. Amortiguador de enzima 
Cantidad Compuesto PM Molaridad 
9.7620g MES 195.24 50 mM 
1.0165g MgCb 61-bO 203.3 5 mM 
Disolver l'v!ES y MgCb 611 20 en agua destilada aforando a 1 L y ajustar el pl-1 a 6.5 con KOI-1 
45%. El amortiguador de enzima puede guardarse en refrigeración y antes del ensayo sacar a 
temperatura ambiente el volumen que se vaya a necesitar. 
Los siguientes reactivos se deben preparar justo antes del ensayo. 
GLUCOSA: 100 ml'VI (PM = 180.1) 
Disoln:r O.O 180 gen 1 mi de amortiguador de enzima. 

l'IRUVATO: 200 mM (PM = 88) 
Disolver O.O 176 gen 1 mi de amortiguador de enzima. 

NADH: 200 ml'vl (PM = 709.4) 
Disolver 0.1419 gen 1 mi de amortiguador de enzima. 

TPP (tiaminpirofosfato o cocarboxilasa): 200 mM (PM = 460.8) 
Disolver 0.0922 gen 1 mi de amortiguador de enzima. 

ADl-1 (alcohol deshidrogenasa): 200 U / 0.1 mi amortiguador 
Disolver 0.0007 gen 0.1 mi de amortiguador de enzima. 

----------- --------------------



63 

Condiciones del cultivo 
En un matraz con mamparas de 250 mi agregar 100 mi de medio Schaeffer con Cm5

, e inocular 
de glicerol la cepa 1-12, incubación a 37ºC, 300 rpm durante 20 h. 
En un matraz con mamparas de 250 mi agregar 100 mi de medio Schaeffer sin antibiótico, e 
inocular de glicerol la cepa silvestre B. subtilis Hp1.-, incubación a 37ºC, 300 rpm durante 20 h 
(control negativo). 
En un matraz con mamparas de 250 mi agregar 50 mi medio LB sin antibiótico, e inocular la cepa 
E. coli KO 11. incubación a 37ºC, 300 rpm durante 3-5 hrs (control positivo). 

Ohtenciún del extracto celular 
Medir la 0061 10 del cultivo, usando como blanco el mismo medio del cultivo. Para KO 11, 
concentrar ccntri fugando a 10.000 rpm por 6 min, 12.5 DO para cada reacción, desechando el 
sobrenadante usando una trampa de vacío. Para B. suhtilis. concentrar centrifugando a 10,000 
rpm por 6 min. 22.2 DO para cada reacción. desechando el sobrenadante con la ayuda de una 
trampa de vacío. 
Nota. Si se van a llevar a cabo 11 reacciones para KOl I se pueden concentrar 137.5 DO en un 
solo paso. en el caso de B .. rnh1ilis se concentrarían 244.4 DO para 11 reacciones. 
Lavar dos veces el paquete celular con 1 mi de amortiguador de pcrmeabilización, resuspender el 
paquete celular en 400 ~ti por reacción 
Nota. Para 1 1 reacciones se lavaría con 11 mi de amortiguador de permeabilización cada vez, 
desechando el sobrenadante con la trampa de vacío, y al final se resuspendcria en 4.4 mi de 
amortiguador de permeabi lización. 

l'en11eahili=acicí11 ele las células 
Sonicar a una potencia de 10-15 seg cada muestra en 4 ciclos alternando: 1 pulso de 15 seg en 
bmio con hielo y etanol seguido de 1 min. en baño con hielo (aprox. 4ºC). Pre-refrigerar la 
centrífuga a 4"C. Centrifugar 1 Omina 13500 rpm y 4ºC. 

Ensayo para producir etanol i11 vitro 
Tomar 400 ~ti. de este sobrenadante de la cepa problema pura las reacciones A-N. 
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Condiciones del ensayo 
Cada mezcla de reacción se llevará a cabo en un tubo de ensaye de 10 X 100 tapado con parafilm. 
El tiempo de reacción será 90 min a temperatura constante de 25ºC, 60 rpm. Trabajar cada tubo 
por duplicado. 

Preparación de la muestra para analizar ú1 el cromatógrafo 
Centrifugar, trasvasar el sobrenadante. Poner en un vial para cromatógrafo SOOµL de éste un viul 
con 500 µL del estándar interno. 
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