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I. Resumen

El petroleo es la principal materia prima y fuente de energia de nuestra sociedad. Su
descubrimiento y el posterior desarrollo de tecnologias que permitieran su explotacién
fueron cruciales para grandes avances de la humanidad. Sin embargo, este recurso es
limitado y la economia actual depende fuertemente de su disponibilidad. Existen varias
fuentes de energia alterna. Pero cuando se trata de un suministro de moléculas, los
bioprocesos son la alternativa mas prometedora. El (R,R)-2,3-butanodiol es una molécula,
que debido a su estructura quimica, tiene un amplio rango de aplicaciones en la industria
de los combustibles, plasticos, alimentos y farmacos.

En este proyecto se hizo ingenieria metabdlica en £. col para producir (R,R)-2,3-butanodiol
a partir de glucosa. Se construyd un operdn sintético con los genes a/sS de B. licheniformis,
alsDde B. amyloliquefaciens y bdhA de B. subtillis, bajo el control un promotor T7, con sitios
de unién a ribosoma y uso de codones optimizados. El operon fue clonado en el vector de
bajo nimero de copia pAcycDuet-1. Para dirigir el flujo de carbono a esta via metabdlica, se
utilizé la cepa AV11 que posee un fondo genético sin vias fermentativas. Ademas, pensando
en su futura aplicacién en procesos de sacarificacion y fermentacion simultanea y en evitar
el costo de un inductor quimico, se desarrollé un sistema molecular inducible por
temperatura. Para ello se integré la RNA polimerasa T7 en el cromosoma de la cepa AV11,
especificamente en el locus HtpG dependiente del factor transcripcional ¢ 32 que se expresa
como respuesta a estrés térmico, resultando asi la cepa EM01 (MG1655 ApfIB, AfrdA, AadhE
AxyIFGH, AmidarpA, Areg 27.3 kb, gatCS184L, Aldh, ApoxB, RNApolT7 ins HtpG).

Se desarroll6 una estrategia de cultivos en dos etapas para la cepa EM01/pAcycDuetBDO_Ba.
La etapa de crecimiento a 37 °C y %0.d=5% y la etapa de produccion donde se limito la
transferencia de oxigeno a 1.8mmolO,/L h y posteriormente se indujo la expresion de la via
al incrementar la temperatura a 41 °C. Estas condiciones favorecieron la produccion de
acetoina-BDO alcanzado respectivamente titulos de 4.5y 5 g/L, lo que corresponde con un
rendimiento de 48% del maximo tedrico. Cultivos en lote alimentados permitieron
incrementar este rendimiento al 60%, pero se favorecié la produccién de acetoina (11.3 g/L)
sobre la de BDO (3.7 g/L).

Estudios de transferencia de oxigeno permitieron identificar la relacién entre la transferencia
de oxigeno y produccion de acetoina-BDO ay su efecto en la proporcién de estas moléculas.
Ensayos de actividad enzimatica, demostraron que la conversiéon de acetoina a BDO parece
estar limitada por una baja actividad del gen BDH (mil veces menos que la reportada),
sustituir este gen podria favorecer la formacién de BDO. Por otra parte, el carbono que no
fue destinado esta via se metabolizé a lactato y acetato. Para evitar su acumulacién, se
evaluaron algunas estrategias metabdlicas y de cultivo, pero no resultaron exitosas. Sin
embargo, existen otras estrategias que aun necesitan ser evaluadas para disminuir la
acumulacion de subproductos y la optimizacidn del bioproceso planteado en este trabajo.
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II. Introduccion

En la actualidad, nuestro estilo de vida y economia dependen fuertemente de la industria
basada en fuentes fosiles, no obstante, el incremento en los precios del petroleo, la crisis
energética y los efectos nocivos al medio ambiente han impulsado el desarrollo de
alternativas biotecnoldgicas. Por esta razdén surgen las biorrefinerias, que buscan
implementar bioprocesos sustentables para la produccion de diversos quimicos a partir de
materias primas renovables (Larroche et al., 2015).

En este sentido, la ingenieria metabdlica, la biologia de sistemas, la biologia sintética y la
ingenieria de procesos han permitido proveer un enfoque global que toma en consideracién
todos los aspectos de los bioprocesos. Dentro de las estrategias que se implementa a partir
de estas disciplinas se incluyen: eliminacion y sobreexpresion de genes, construccion de vias
metabdlicas sintéticas, disefio de sistemas de regulacién sofisticados, analisis émicos,
estrategias de cultivo, escalamiento, optimizacién de procesos, metodologias para
purificacién de productos, obtencidon de materias primas renovables y desarrollo de
métodos computacionales para modelado y simulacion, entre otros. Por otra parte, las
condiciones de cultivo son optimizadas al tomar en cuenta: la composicion del medio de
cultivo, el modo de operacion y parametros fisicoquimicos como la aireacion, transferencia
de oxigeno, el pH y la temperatura (Cho et al., 2015). En conjunto, estos enfoques pueden
potencialmente reducir los costos globales de operacion, lo cual impulsa el progreso de la
biotecnologia y de los bioprocesos.

Utilizando las estrategias antes mencionadas se han generado cepas y procesos capaces de
producir eficientemente metabolitos de interés comercial a escala industrial (Burgard et al.,,
2016; Nakamura & Whited, 2003). Debido a estos avances, en aios recientes ha surgido gran
interés por el desarrollo de procesos para la produccién de biocombustibles, biomateriales
y precursores de farmacos (Guo, Sheng, & Feng, 2017). En este ambito, los quimicos base
también llamados bloques de construccion son de gran relevancia, al ser moléculas que
poseen propiedades fisicoquimicas y estructurales que les permite ser precursores de una
amplia gama de metabolitos comerciales. Entre estos, sobresalen los que son dpticamente
activos que debido a la complejidad de su estructura les permite ser utilizados para proveer
grupos quirales en la sintesis de farmacos o quimicos finos (Sabra, Groeger, & Zeng, 2016).

Los dioles de cadena corta, como el butanodiol y propanodiol, son quimicos base que tienen
una amplia gama de aplicaciones a nivel industrial y su sintesis a partir del petroleo se
encuentra bien desarrollada y optimizada (Jiang et al., 2014). El butanodiol es un diol de
cuatro carbonos que puede tener sus grupos hidroxilos en diferentes posiciones por lo que
existen cuatro isbmeros estables 1,2-,1,3-, 1,4- y el 2,3-butanodiol.

El 1,2-butanodiol se produce principalmente como subproducto de otros procesos quimicos
a partir del petréleo. El 2,3-butanodiol es el Unico que se produce de manera natural en
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microorganismos. (Jiang et al., 2014). Mientras que los isdbmeros 1,3- y 1,4-butanodiol, a
pesar de que los organismos silvestres no son naturalmente capaces de sintetizarlo, se han
logrado producir de forma bioldgica gracias a la creacidon de vias metabdlicas sintéticas
(Burgard et al., 2016; Okabayashi, 2010).

En este estudio se construy6 una cepa de £ coli capaz de sintetizar (R,R)-2,3-BDO a partir
de glucosa mediante la expresidon de una via metabdlica sintética, utilizando para esto los
genes alsS de Bacillus licheniformis, alsD de Bacillus amyloliquetfaciens'y bdhA de Bacillus
subtilis. El sistema de regulacién que permitié la induccion por temperatura fue integrado al
cromosoma Yy la expresion de tres genes en tandem se realizd utilizando el vector
pAcycDuet-1. Ademas, se estudiaron diferentes condiciones de fermentacion para favorecer
produccion del metabolito.
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III. Antecedentes

3.1  El2,3-Butanodiol un quimico de plataforma

El 2,3-Butanodiol (2,3-BDO) es un liquido incoloro e inodoro con férmula quimica
CH3CH(OH)CH(OH)CH3 y un peso molecular de 90.12 g/mol, tiene un punto de ebullicion
elevado (180 °C) y un bajo punto de fusién (-60 °C) (Syu, 2001). Debido a que posee dos
centros quirales tiene tres estereoisémeros: dextro (R,R)-, levo (S,S)- y meso (R,S)-2,3-BDO
(Li et al., 2015; Ji et al., 2010). Las formas épticamente activas del 2,3-BDO son de especial
interés, ya que pueden ser utilizadas en la sintesis asimétrica de grupos quirales para la
elaboracion de farmacos de alto valor agregado (Sabra et al., 2016)

OH OH OH
-
CHq H4C 5 s CHg4|
- -
OH OH OH
L<(+)2,3-BD meso-2,3-BD D-(-)-2,3-BD
Dextrorotatory form Optically inactive form Levorotatory form
(2S,39) (2R,3R)

Figura 1. Diferentes formas enantioméricas del 2,3-Butanodiol (Ji et al., 2011).

El 2,3 Butanodiol es un valioso compuesto que tiene aplicaciones potenciales en la industria
alimentaria, cosmetica, farmacéutica y de quimicos finos (Celinska & Grajek, 2009; Ji, Huang,
& Ouyang, 2011). Debido a su elevado numero de octanaje puede ser utilizado como un
potenciador de octanos, mientras que su bajo punto de fusion permite que sea utilizado
como anticongelante, por otra parte, su elevado calor de combustion de 22 kl/g es
comparable al de otros combustibles liquidos como etanol y metanol (Celinska & Grajek,
2009; Syu, 2001). Ademas, el 2,3-BDO por medio de deshidratacion puede ser convertido a
un compuesto con mayor calor combustion, la metil-etil-cetona que es considerada un
efectivo aditivo de combustibles liquidos. Por otra parte, el 2,3-BDO mediante un proceso
de deshidrogenacién puede ser transformado a diacetil el cual es utilizado como saborizante
en productos alimenticios, mientras que su esterificacién forma precursores del poliuretano
que es utilizado en la elaboracién de farmacos y productos cosméticos. Adicionalmente, el
2,3-BDO puede ser transformado a 1,3-butadieno que es empleado para la produccion de
goma sintética (Syu, 2001).
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Tradicionalmente, el proceso de produccion del 2,3-BDO esta basado completamente en
una ruta quimica a partir del petréleo (Zeng & Sabra, 2011). Sin embargo, la sintesis quimica
de 2,3-BDO requiere de presiones altas, temperaturas elevadas, catalizadores costosos,
intermediarios toxicos y la dependencia a un recurso no renovable, lo cual resulta en un
proceso complejo, de bajo rendimiento y poco sustentable desde el punto de vista
ambiental (Jiang et al.,, 2014).

Actualmente, los productos derivados del 2,3-BDO tienen un mercado global potencial de
aproximadamente 32 millones de toneladas por afio, valuado en cerca de 43 billones de
dolares (Kopke et al., 2011). Debido al incremento de la demanda de sus derivados, la
manufactura de 2,3-BDO esta creciendo anualmente a una velocidad de 4 al 7% (Sabra et al,,
2016).

3.2  Metabolismo del 2,3-butanodiol

La biosintesis del 2,3-BDO tiene grandes implicaciones fisiolégicas para los
microorganismos, principalmente cumple tres funciones. a) Mantiene el balance redox de la
célula al conservar una relacion adecuada NADH/NAD*. Debido a que su via metabdlica, se
encuentra acoplada a la utilizacion de este cofactor, le confiere la capacidad de obtener o
deshacerse del poder reductor. b) Previene la acidificacion intracelular, dado que permite
cambiar de un metabolismo fermentativo que genera compuestos acidos a uno que produce
moléculas neutras. c¢) Funciona como fuente de almacenamiento de carbono y energia en
microorganismos que lo producen de forma silvestre puesto que puede ser asimilado
durante la fase estacionaria cuando los otros sustratos han sido agotados (Celinska & Grajek,
2009; Ji et al.,, 2011).

3.2.1 Biosintesis del 2,3-butanodiol

El 2,3-BDO se produce a partir de piruvato, mediante la via fermentacion acido-mixta en la
que también se producen acetato, lactato, formato, succinato, acetoina y etanol (Maddox,
2008). Las reacciones involucradas en la sintesis de 2,3-BDO son representadas en la figura
2. En la primera etapa la enzima a-acetolactato sintasa (ALS) genera un complejo piruvato
con tiamina pirofosfato (TPP) para formar acetyl-TPP para posteriormente condensarla con
otra molécula de piruvato formando a-acetolactato proceso en el que ocurre una
descarboxilacion. A su vez, esta molécula, mediante una segunda descarboxilacién, es
convertida a acetoina por la enzima a-acetolactato descarboxilasa (ALD). Finalmente, la
acetoina se reduce a 2,3-BDO por actividad de la enzima butanodiol deshidrogenasa (BDH)
utilizando una molécula de NADH (Celinska & Grajek, 2009; Ji et al., 2011). El rendimiento
maximo teorico en la produccién de BDO a partir de glucosa es de 0.5 gBDO/gGlc.
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NADH NAD+

CO2 OH
OH E Z )I\/lL E Z )1\/CH3 U I _cHs
H3C OH H3C H3C |

Acetolactato ch OH Acetolactato 2,3-butanodiol OH

sintasa descarboxilasa deshidrogenasa

2 Piruvato (S)-acetolactato (R)-acetoina (R,R)-2,3-BDO
Figura 2. Reacciones involucradas en la biosintesis de 2,3-BDO.

3.2.2 ElpHy su relacion con el 2,3-butanodiol

La importancia del 2,3-BDO se ve claramente reflejada en funcion de su produccion como
respuesta a las condiciones medioambientales que afronte el microorganismo. Se ha
demostrado que en K. pneumoniae la sintesis de 2,3-BDO puede ser inducida al acidificar el
medio de cultivo. Bajo condiciones acidas, la sintesis de compuestos acidos decrece 10
veces, mientras que la del diol incrementa de 3 a 7 veces (Garg & Jain, 1995). Este mecanismo
de defensa se desencadena por un elevado gradiente de pH transmembranal, lo que causa
una acumulacién de acetato que es capaz de inducir las enzimas relacionadas en la sintesis
de 2,3-BDO (Celinska & Grajek, 2009). Adicionalmente, el acetato favorece la reduccion de
acetoina a 2,3-BDO e inhibe la reaccion contraria (oxidaciéon de 2,3-BDO a acetoina) ambas
catalizadas por la misma enzima (Maddox, 2008).

Estudios anteriores han demostrado que el pH juega un papel importante en la regulacién
de la via metabdlica del 2,3-BDO. La sintesis de esta molécula puede ser inducida al acidificar
el medio de cultivo (Nakashimada et al., 2000). Por otra parte, en Klebsiella sp. se ha
determinado que la actividad de la enzima a-acetolactato sintasa, clave en la sintesis de este
metabolito, disminuye drasticamente cuando el pH es superior a seis (Wong, Yen, Lin, &
Chang, 2014). Por el contrario, la oxidacion de 2,3-BDO a acetoina se ve inhibida por valores
de pH bajos (Maddox, 2008). Esta informacion sugiere que el nivel de pH puede ser
controlado en valores que favorezcan la eficiente produccion del 2,3-BDO y que este valor
se encuentra por debajo de la neutralidad.

3.2.3 El 2,3-butanodiol y el balance redox celular

La homeostasis celular depende fuertemente de un adecuado balance redox, este a su vez,
estd asociado al metabolismo y al crecimiento celular (de Graef et al, 1999). Los
microrganismos anaerobios facultativos pueden obtener energia y mantener su balance
redox de dos formas diferentes, en presencia de oxigeno mediante respiracion o en su
ausencia a través de la fermentacién. Sin embargo, cuando la disponibilidad de oxigeno es
limitada (condiciones microaerobias o de limitacion de oxigeno, donde la velocidad de
transferencia de oxigeno es menor que su velocidad de consumo por los microorganismos)
ambas vias pueden activarse simultdneamente.
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En el proceso de respiracion el NADH proveniente de la glucdlisis se regenera utilizando al
oxigeno como aceptor final de electrones, mientras que en la fermentacién una molécula
organica realiza esta funciéon dando lugar a productos de fermentacion. En la fermentacién
acido-mixta la relacién NADH/NAD™ se conserva normalmente a través de la produccion
equimolar de etanol y butanodiol, aunque también se produce formato, lactato y acetoina
(Celinska & Grajek, 2009).

Desde el punto de vista enzimatico, La disponibilidad de oxigeno es una de las variables mas
importantes en la fermentacion del 2,3-BDO, ya que tal como se observa en la figura 3,
controla cada etapa de la via metabdlica. En la primera etapa, la enzima a-acetolactato
sintasa es rapida e irreversiblemente inactivada en presencia de oxigeno. En la segunda
etapa, condiciones aerobias ocasionan que el a-acetolactato sufra una descarboxilacion
espontanea convirtiéndose en diacetil. Finalmente, la tercera etapa se controla por la
relacibn NADH/NAD" intracelular, de la cual depende la conversion reversible entre la
acetoina y el 2,3-BDO (Dai et al,, 2014).

NADH NAD+
0 CO2 o o COe @] OH
E Z |
H3C)Jﬁ-r H;,CJ}\/U\OH Q HsC™ Gm—  H3CT Y
O Acetcﬁtato H,C OH Acetolact‘ato OH 2,3-bytanodiol OH
sintasa descarboxilasa deshidrogenasa
2 Piruvato (S)-acetolactato (R)-acetoina (R,R)-2,3-BDO

N
>~

Diacetil

Figura 3. Efecto de la presencia de oxigeno en la via metabdlica del 2,3-BDO. Los simbolos en rojo indican el efecto del
oxigeno en las reacciones involucradas en la sintesis del 2,3-BDO.

El 2,3-BDO no puede ser sintetizado en condiciones aerobias, sin embargo, la limitacion de
oxigeno es ideal para su produccion. Niveles de oxigeno disuelto por encima de los niveles
microaerobios ocasiona un aumento en la produccién de acetoina. Un incremento mayor
conlleva a la produccion de acido acético y finalmente una aireacién excesiva propicia que
los Unicos productos sean biomasa y CO; (Celinska & Grajek, 2009; Syu, 2001).

El coeficiente de respiracion celular (QR por sus siglas en inglés) es un parametro muy Uutil
para procesos aerobios y microaerobios. Funciona como indicador del desarrollo de las
diferentes vias que producen CO; en relacion con el consumo de O, mediante la medicion
de estas moléculas en la linea de salida de los gases de fermentacion. Este parametro ha
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sido utilizado en la produccién de 2,3-BDO, para controlar la conversién de acetoina a 2,3-
BDO mediante el flujo de aireacién y la velocidad de agitacién (L. Zhang et al., 2010).

El rendimiento de 2,3-BDO puede ser maximizado al limitar la respiracién mediante el
control de la transferencia de oxigeno. Sin embargo, al existir una relacion directa entre la
concentracion de biomasa y la produccion volumétrica del 2,3-BDO, limitar la disponibilidad
de O, disminuye la biomasa celular lo que consecuentemente causa que el rendimiento de
este producto también decrezca. De tal forma que, incrementar la disponibilidad de O»
permite alcanzar mayores concentraciones de células y en cierta forma mayores
concentraciones de 2,3-BDO.

Las estrategias de cultivos en dos etapas son una solucién a la divergencia que supone la
transferencia de oxigeno en relacién con la sintesis de biomasa y butanodiol. En la primera
se establecen condiciones favorables para el crecimiento celular y formacién de biomasa y
una vez que se alcanzan altas densidades celulares la transferencia de oxigeno se modifica
a valores que maximizan la produccion de butanodiol. Utilizando este sistema y la bacteria
Klebsiella oxytoca, Ji y colaboradores (2009) lograron producir hasta 95 g/L de butanodiol
con un rendimiento producto sustrato del 95% y con productividades de 1.71 g/L h.

3.3  Produccion biotecnolégica de 2,3-butanodiol

Una gran variedad de organismos silvestres como Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
Enterobacter cloacae'y Serratia marcescens pueden utilizar diferentes fuentes de carbono
para producir 2,3-BDO, desafortunadamente, lo hacen via fermentacion acida mixta
generando otros subproductos como etanol, lactato, formato y succinato y la gran mayoria
produce una mezcla de los diferentes enantiomeros (Ji etal, 2015; Syu, 2001). Otra
desventaja, es que la mayoria de estos microorganismos pertenecen a la clase 2
potencialmente patogenos, lo que los vuelve inadecuados para el escalamiento a nivel
industrial (Ji et al., 2015; Kim et al., 2013).

En la tabla 1 se resumen algunos estudios en los que se han utilizado organismos silvestres
para producir 2,3-BDO a partir de hidrolizados lignocelulosicos. Es posible observar que
empleando estos organismos se alcanzan altos niveles de produccion con rendimientos
cercanos al 100% del tedrico. Sin embargo, el escalamiento de dichos procesos se ha visto
obstaculizado debido a los problemas mencionados anteriormente. Por esta razén, es
altamente deseable el desarrollo de organismos no patdogenos capaces de producir
eficientemente 2,3-BDO con alta especificad enantiomérica. Cepas recombinantes de £. col
tienen un gran potencial debido a que presenta ventajas frente a otros organismos. Se
destacan su habilidad por crecer en medios minerales, metabolizar una amplia variedad de
fuentes de carbono, la facilidad para su modificacion genética, el gran conocimiento de sus
vias metabdlicas y la bien desarrollada tecnologia de su cultivo (Li et al., 2010).
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Tabla 1. Produccién de 2,3-BDO utilizando organismos silvestres.

Productividad Rendimiento
(g/L*h) (%)

Concentracion
(g/L)

Tipo de

Substrato Cepa

cultivo

Hidrolizado de
mazorca de
maiz (glucosa,
xilosa 'y
arabinosa)

K. pneumoniae

Alimentado

78.9

13

814

Hidrolizado de
madera
(glucosa 'y

xilosa)

K. pneumoniae

Matraz

13.3

0.28

58.0

Hidrolizado de
mazorca de
maiz (glucosa

y xilosa)

K. oxytoca

Matraz

35.7

0.59

100

Hidrolizado de
celulosa de
mazorca de

maiz (glucosa)

K. oxytoca

SSF

25

0.36

62

Hidrolizado de
cascarillas de
Jatropa
(hexosas y
pentosas)

K. oxytoca

Lote

314

0.79

80.4

Hidrolizado de
rastrojo de
maiz (glucosa

y xilosa)

E. cloacae SDM
09

Alimentado

74.0

2.1

94.6

——

SSF: Sacarificacion y Fermentacion Simultaneas (por sus siglas en inglés)
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3.4 Ingenieria metabolica de E. coli para la produccion de 2,3-butanodiol

La produccién de butanodiol en £ co/iha sido ampliamente estudiada. Uno de los estudios
mas sobresalientes fue la construccion, por primera vez, de una via metabdlica sintética para
la produccion del enantiémero 2R,3R-BDO. Para esto se caracterizé la actividad de cuatro
alcoholes secundarios deshidrogenasas capaces de reducir acetoina a BDO. Una vez que se
identificd cual era capaz de producir el enantiomero puro (R,R), se procedidé a construir la
via metabdlica sintética. Se logro un titulo de 6.1 g/L con un rendimiento del 0.31 g/g y una
enantiopureza mayor al 99% en medio minimo M9 con glucosa como fuente de carbono
(Yan, Lee, & Liao, 2009).

En otro estudio se expresaron los genes budB (ALS) y budA (ALD) de K. pneumoniaey el gen
yajl (BDH) de B. subtilis en un vector con un promotor trc inducible por IPTG.
Sorprendentemente, los titulos de produccion mas elevados se alcanzaron cuando no se
adicionaba IPTG al medio de cultivo, indicando que el sistema presenta transcripcién de
escape. Utilizando medio mineral AM1 y glucosa como fuente de carbono, en cultivos en
lote produjeron 33.8 g/L de 2R,3R-BDO con rendimientos de 0.42 g/g y productividades de
2.11 g/L h, mientras que con estrategias de lote alimentado incrementaron la produccion a
115 g/L h conservando el mismo rendimiento pero con una reduccion del 30% en la
productividad (Ji et al., 2015).

Un afio mas tarde, se diseid una estrategia similar en la que se utilizdé la misma via
metabdlica sintética. En esta ocasion se dejé la expresién de la via constitutiva en un vector
pUC6S bajo el promotor PO1. Ademas, de introducir un segundo promotor P01 exclusivo
para el gen ydjL con lo que consiguieron incrementar la conversion de acetoina a BDO.
Después de optimizar las condiciones de cultivo en 18 h produjeron 30.5 g/L de BDO, con
una enantiopureza mayor al 99%, en medio LB con glucosa como fuente de carbono (Tong
et al., 2016).

Aplicando un enfoque sistematico, se evalud la expresién de vias metabolicas de BDO
provenientes de diferentes organismos silvestres incluyendo B. subtilis, B. licheniformis, K.
pneumoniae, S. marcescensy E. cloacae. Estos operones fueron evaluados bajo el control de
diferentes promotores. El promotor nativo para el conjunto de genes de £. cloacae, que fue
determinado /n silico, resultdé en la mejor produccién de BDO (26.4 g/L) y después de
optimizar las condiciones de cultivo e implementar una estrategia de cultivo alimentado se
obtuvo un titulo de 73.8 g/L de meso-BDO y 9 g/L de acetoina con una productividad de
1.19 g/L h en medio mineral M9 con glucosa como fuente de carbono (adicionado con
extracto de levadura) (Xu et al., 2014).
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En otro estudio se buscd la produccidn estéreo especifica de 2S,3S-BDO. Para ello
expresaron los genes budB (ALS) y budC (BDH) de E£. cloacae SDM bajo el control de un
promotor T7 en el vector petDuet. En especifico, el gen budC de esta subespecie es capaz
de catalizar la conversion de diacetil a 2S5,3S-BDO. Utilizando medio LB suplementado con
10 mM de FeCl3 lograron 2.3 g/L de 2S,3S-BDO con una enantiopureza del 95% (Chu et al,,
2015).

Por otra parte, Nakashima y colaboradores propusieron un novedoso sistema de expresion
y lo aplicaron en la produccién de BDO. Su sistema consistio en la integracion del gen de la
RNA polimerasa T7 en el cromosoma de £. co/j; bajo el promotor de baja expresién inducible
por xilosa PxylF. Adicionalmente, los genes a/sS, a/sD de B. subtilisy el gen butA de L. lactis
fueron integrados en el genoma de £. coli, cada uno de estos genes bajo un promotor T7.
Es importante mencionar que para que el sistema funcione adecuadamente es necesaria la
mutacién del gen m/c. Esto Ultimo, para mantener la actividad del promotor pxylF incluso en
la presencia de glucosa. Con la cepa resultante en cultivos con medio M9 suplementado con
extracto de levadura (5 g/L), alcanzaron niveles de produccién 54 g/L de meso 2,3-BDO con
rendimientos del 99% del maximo tedrico (Nakashima, Akita, & Hoshino, 2014).

3.5  Estrategia propuesta para la producciéon de 2,3-BDO en E. coli mediante
un sistema de expresion inducible por temperatura

Estudios previos han demostrado que la produccidn enantioméricamente pura de isbmeros
del 2,3-BDO puede ser obtenida al expresar enzimas estéreo especificas para su produccién
(Chu etal, 2015; Tong et al, 2016). Con la finalidad de dirigir el flujo de carbono a la
produccion de 2,3-BDO, en esta tesis se utilizo la cepa afermentativa AV11 (MG1655 Apf/B,
AfrdA, AadhE AxylFGH, AmidarpA, Areg 27.3 kb, gat(S184L, Aldh, ApoxB) y se construyd un
operdn sintético para su produccién estéreo especifica utilizando los genes a/sS de Bacillus
amyloliquefaciens, alsD de Bacillus licheniformis y bdhA de Bacillus subtilis. Las vias
metabdlicas de esta propuesta son presentadas en la figura 4. El operdn para la produccién
de (RR)-2,3-butanodiol, bajo el control del promotor T7, se clond en el vector de bajo
numero de copia pAcycDuet-1.
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Figura 4. Via metabdlica para la produccién de 2,3-Butanodiol en la cepa de £ coli AV11

Por otra parte, el gen que codifica para la RNA polimerasa T7 se integr6 en el cromosoma
bajo el promotor del operon A{pG dependiente del factor 632. Los genes bajo promotores
dependientes del factor 632 se expresan como respuesta a temperaturas elevadas, lo que
permitira controlar la expresion de los genes necesarios para la sintesis de 2,3-BDO mediante
un incremento en la temperatura del cultivo. Es importante destacar que la RNA polimerasa
del bacteriofago T7 (RNAP7) es altamente eficiente ya que posee una velocidad de sintesis
varias veces mayor a las polimerasas de E. colj, posee gran procesividad y es altamente
selectiva a la secuencia de inicio de sus propios promotores (pT7), por lo que puede ser
utilizada cuando se requieren altos niveles de expresion (Tabor, 1990). La estrategia
metabolica completa se ilustra en la figura 5.
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Figura 5. Estrategia propuesta para el control de la expresién de la via metabdlica en la produccion de 2,3-BDO mediante choque térmico en £ coli.
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3.6  Transferencia de oxigeno en la produccién de 2,3-Butanodiol

Modificar las vias metabodlicas de un microorganismo cominmente ocasiona desbalances
metabdlicos y energéticos. Un claro ejemplo es el desbalance de poder reductor en el
interior de la célula. Este fendmeno a su vez esta relacionado con la respiracion celular. Por
lo tanto, este tipo de desbalances puede ser solucionado mediante un estudio de
transferencia de oxigeno, que permita determinar la aireacion y velocidades de agitacién
que proporcionen un suministro de oxigeno adecuado, para mantener los niveles de poder
reductor basales. Por otra parte, la transferencia de oxigeno también es importante desde el
punto de vista operacional, ya que la deficiencia de este sustrato favorece la formacion de
acidos organicos, mientras que su exceso conlleva a la oxidacién de la fuente de carbono a
diéxido de carbono lo cual, en ambos casos, resulta en un desperdicio de la fuente de
carbono, bajos rendimientos y pobres niveles de produccion.

En bioprocesos aerobios y bajo limitacion de oxigeno, el oxigeno es un substrato importante
empleado para el crecimiento, mantenimiento celular y el buen funcionamiento de diversas
rutas metabdlicas, incluyendo aquellas relacionadas con la sintesis de los productos de
interés. Debido a la baja solubilidad del oxigeno en medios de cultivo, que usualmente son
soluciones acuosas, el oxigeno debe ser suplementado constantemente desde una fase
gaseosa, por lo que conocer la velocidad de transferencia de oxigeno se vuelve
indispensable para el disefio y escalamiento del proceso (Garcia-Ochoa & Gomez, 2009).

La concentracion de oxigeno disuelto en el medio de cultivo depende de la velocidad de
transferencia de oxigeno (OTR por sus siglas en inglés) desde la fase gaseosa al seno del
liquido y de la velocidad a la que es consumido por los microorganismos, es decir la
velocidad de consumo de oxigeno (OUR por sus siglas en inglés). La velocidad de
transferencia de oxigeno depende del coeficiente de transferencia de masa en la fase liquida
(ko), del area total superficial disponible para la transferencia de materia (o) y de la fuerza
impulsora determinada por la diferencia de concentracion de oxigeno entre la fase gaseosa
y el medio de cultivo. Debido a que los parametros k. y a no pueden ser medidos facilmente,
son usualmente manejados en un Unico parametro llamado coeficiente volumeétrico de
transferencia de materia (k.a). La velocidad de transferencia de oxigeno puede describirse
como un fendbmeno de transporte, tal como se indica en la siguiente ecuacion.

OTR =k, a (Ca, — CaL)

Donde Ca. es la concentracion de oxigeno en el seno del liquido y C'a. es la solubilidad del
oxigeno en el medio de cultivo.
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Es bien sabido que la eficiencia en la transferencia de oxigeno es afectada por diversos
factores como agitacién, flujo de aire, presion, temperatura, geometria del fermentador,
caracteristicas reoldgicas del caldo de fermentacidn, presencia de agentes antiespumantes,
concentracién de sales inorganicas, entre otros (Martin, Montes, & Galan, 2010). La mayoria
de los procesos microbianos industriales son aerobios y se ha demostrado que pequefias
deficiencias de oxigeno en el cultivo afectan significativamente el comportamiento de todo
el proceso. Por lo tanto, conocer la velocidad de transferencia de oxigeno se vuelve
indispensable para un 6ptimo disefio, escalamiento y operacion de los bioprocesos.

Por lo anterior, es de gran importancia asegurar una adecuada transferencia de oxigeno
desde la corriente gaseosa al medio de cultivo. Adicionalmente, una acertada estimacion de
la OTR en diferentes escalas del proceso o bajo diferentes condiciones de operacion tiene
un papel fundamental en la prediccion de las vias metabdlicas involucradas, tanto en el
crecimiento como en la produccién de metabolitos, proporcionando valiosa informacién en
la seleccion, disefio y escalamiento de biorreactores (Garcia-Ochoa y Gomez 2009). Por su
parte, la velocidad de consumo de oxigeno depende de la concentracién celular y de su
velocidad especifica de consumo de oxigeno (qO:) que a su vez es una caracteristica
fisiologica propia de cada organismo, la cual depende primordialmente de la naturaleza
bioquimica de la célula, de las vias metabdlicas y de los nutrientes disponibles en el medio
ambiente (Doran, 2013).

En cultivos aerobios las moléculas de oxigeno deben superar una serie de barreras al ser
transportado antes de poder ser utilizado por las células. Existen ocho pasos que se
involucran en este fendmeno de transporte, que comprende desde el interior de las burbujas
de aire hasta el sitio de reaccion en el interior de la célula (Doran, 2013).

Transferencia desde el interior de la burbuja hasta la interfaz gas-liquido.
Movimiento a través de la interfaz gas-liquido.

Difusion a través de la pelicula liquida que rodea la burbuja.

Transporte a través del seno del liquido.

Difusidn a través de la pelicula liquida que rodea las células.

Movimiento a través de la interfaz célula-liquido.

No vk~ wnN =

Si la célula se encuentra en un fléculo o agregado celular, difusién a través del solido
a la célula individual.
8. Transporte a través del citoplasma al sitio de reaccion.
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Cuando las células se encuentran bien dispersas y el medio de cultivo esta bien mezclado,
la mayor resistencia a la transferencia de oxigeno es la pelicula que rodea la burbuja de gas,
por lo cual el transporte a través de esta pelicula se vuelve el paso limitante del proceso y
controla por completo la transferencia de materia. En estado estable no hay acumulacion de
oxigeno en ninguna ubicacién del fermentador, por lo que la velocidad de transferencia de
oxigeno desde la fase gaseosa a la liquida es igual a la velocidad de consumo oxigeno por
las células. De tal forma que es posible obtener la siguiente ecuacién (Garcia-Ochoa &
Gomez, 2009).

kpo (Cap — Car) = q02X
De tal forma que en estado estable: OTR = OUR

De las ecuaciones antes descritas se puede deducir que, conociendo el perfil de la
concentracién de oxigeno en el medio durante el cultivo, la solubilidad del oxigeno en el
medio de cultivo y la velocidad de consumo de oxigeno se puede calcular el coeficiente
volumétrico de transferencia de materia y por lo tanto la velocidad de trasferencia de
oxigeno en el fermentador.

Experimentalmente, se puede determinar la velocidad de consumo de oxigeno mediante la
siguiente ecuacion.

Q ACy
OUR = v(ozin — Oz0ut) — At

Donde Q es el flujo de aire suplementado al fermentador, V el volumen del biorreactory O,
es la concentracion de oxigeno medida tanto a la entrada como a la salida de la fase gaseosa.
Es importante mencionar que en estado estable el termino de acumulacion es cero (término
derecho de la ecuacion). Finalmente, al dividir la velocidad de consumo de oxigeno entre la
concentraciéon de células presentes en el medio de cultivo se puede determinar la velocidad
especifica de consumo de oxigeno (Garcia-Ochoa et al., 2010).

En el presente proyecto conocer los parametros antes mencionados permitiran caracterizar
detalladamente el bioproceso y esta informacion podra ser utilizada para desarrollar
estrategias que favorezcan la produccion del 2,3-BDO.
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V. Justificacion

El 2,3-Butanodiol tiene diversas aplicaciones industriales, desde el siglo pasado se sintetiza
quimicamente a partir del petroleo, sin embargo, a causa de la disminucion de las reservas
de fuentes fosiles y la crisis energética, los costos de produccién del 2,3-BDO han
incrementado. Por otra parte, los procesos utilizados para su manufactura no son
sustentables ni ambientalmente amigables, razon por la cual existe un gran interés en reducir
la dependencia al petroleo y en desarrollar procesos que utilicen como materia prima
recursos renovables (Adkins et al., 2012; Jiang et al., 2014). Otra desventaja de la sintesis
quimica de esta molécula es la falta de enantioespecificidad del proceso, ya que producir un
enantiomero en especifico implica varias etapas de sintesis quimica y procesos de
purificacion quiral (Shen et al., 2014).

La principal limitante para una produccién biotecnolégica de 2,3-BDO es su alto costo de
produccion, una estrategia para reducirlo es la implementacién de materias primas baratas
y altamente disponibles. Los residuos celuldsicos, provenientes de las agroindustrias, son
una atractiva alternativa, ya que puede ser hidrolizada a glucosa por accién de celulasas. Los
hidrolizados obtenidos constituyen una materia prima econdmica para el desarrollo de
procesos biotecnoldgicos y mediante ingenieria genética es posible desarrollar cepas
recombinantes capaces de utilizar estos desechos, para la produccién de moléculas de
interés con elevados niveles de productividad y rendimientos cercanos al maximo tedrico.

En el presente proyecto se pretende construir una cepa de £. coli capaz de sintetizar (R,R)-
2,3-BDO a partir de glucosa, mediante una via metabdlica sintética compuesta por los genes
alsS de B. Amyloliquefaciens, alsD de B. licheniformisy bdhA de B. subtilis cuya expresion
pueda ser controlada por la temperatura del cultivo.
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V. Hipotesis

La disponibilidad de carbono y oxigeno impactan en el desempefio de la via metabdlica de
butanodiol, por lo que la produccion de este metabolito puede ser controlada mediante
estrategias de cultivo.

VL Objetivos

Objetivo general

Construir una cepa de £ coli capaz de generar (RR)-2,3-butanodiol a partir de glucosa
mediante un sistema de expresién inducible por temperatura y evaluar el efecto de la
disponibilidad de carbono y oxigeno en la produccién de este metabolito.

Objetivos especificos

1. A partir de la cepa AV11 (MG1655 ApfIB, AfrdA, AadhE, DAxylIFGH, AmidarpA, Areg
27.3 kb, gat(S184L, Aldh, ApoxB) generar una cepa con capacidad de producir (R,R)-2,3-
butanodiol, expresando los genes alsS, alsDy bdhA en tdndem en un vector de bajo

numero de copias.

2. Implementar un sistema molecular que permita controlar la expresién del operén de
producciéon de 2,3-butanodiol mediante la temperatura del cultivo.

3. Caracterizar las cepas productoras de 2,3-butanodiol en biorreactores de 1 litro,
evaluar el crecimiento, el consumo de glucosa, la produccion de 2,3-BDO y la de otros
metabolitos del metabolismo central.

4. En biorreactores de 1 L evaluar el efecto de la transferencia de oxigeno y la
disponibilidad de carbono en la produccién de 2,3-butanodiol a partir de glucosa.
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VIL Materiales y métodos

7.1  Técnicas de biologia molecular

7.1.1 Clonacién de extension de polimerasa circular (CPEC)

La técnica denominada CPEC, en inglés Circular Polymerase Extension Cloning (Quan & Tian,
2011), es un protocolo en donde la clonacién se realiza por medio de PCR. Primero se
linealiza el vector donde se desea realizara la clonacion, a continuacion, se amplifica el
inserto que desea ser clonado. Es importante mencionar que tanto el vector linealizado
como el inserto tienen, en sus extremos, homologias entre si. Ambos fragmentos deben ser
separados por electroforesis para luego ser purificados. El Gltimo paso es el ensamble de los
fragmentos purificados y la recircularizacion del vector. En esta Ultima etapa ambos
fragmentos funcionan como molde y cebador al mismo tiempo y por medio de una reaccién
de PCR los fragmentos se fusionan. Una caracteristica de este proceso es que durante la
CPEC del vector linearizado y del producto de PCR a clonar no se utilizan cebadores y por lo
general, solo se requieren unos pocos ciclos térmicos. Mas detalles pueden observarse en la
figura 6.

Linearized destination vector PCR product
o (—
|L' _________ || (— POMTA ]
l Melt dsDNA/ l
anneal (~25 bp overlaps)
- — -
S Y 4 T <
C |
l Phusion polymerase l
extension
nick nick
| 1 :
b [ —
| .
l Transformation

Figura 6. Diagrama del proceso de CPEC.
7.1.2 PCR de extension y sobrelape (OE-PCR)

La técnica denominada OE-PCR, en inglés Overlap Extention PCR, consiste en unir dos o mas
fragmentos mediante protocolos de PCR (Orgogozo & Rockman, 2011). En la primera etapa
los fragmentos que se desea unir son amplificados con cebadores especialmente disefiados
para que en los extremos los fragmentos tengan regiones de homologia entre si, estas
homologias son normalmente de 20 pb. Los fragmentos son separados por electroforesis y
purificados. En la segunda etapa los fragmentos se ensamblan y se extienden mediante un
protocolo de PCR en donde se afiaden cebadores que van desde el extremo 3" hasta el 5’ de
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los fragmentos mas externos. En la figura 7 se puede observar una ejemplificacion de la
técnica.

— e

Ay
Ay
b
By
AY

 J

Figura 7. Diagrama que representa el proceso de OE-PCR.

7.1.3 Ediciéon genémica con el sistema CRISPR Cas 9

La abreviacion CRISPR Cas proviene de dos acronimos en inglés: Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) y CRISPR-associated genes (Cas) (Jansen, et
al., 2002). De manera natural, los sistemas CRISPR/Cas son el mecanismo de defensa de
algunas archaeas y bacterias contra DNA o RNA exdgeno. A través del tiempo estos sistemas
han sido adaptados como herramienta de ingenieria genética. Los elementos indispensables
para la edicion gendmica con el sistema CRISPR Cas 9 se detallan en la tabla 2.

Tabla 2 Elementos necesarios para la edicién gendmica con el sistema CRISPR Cas 9

Elemento Descripcion

RNA guia (RNAg) | Es un transcrito de fusién conformado por el RNA de andamiaje a la
enzima Cas 9 y los 20 nucleétidos (crRNA) que hibridaran con la
secuencia a editar.

Secuencia PAM Secuencia de tres nucleotidos (5'- NGG-3') clave para que la enzima
Cas 9 se pueda unir al locus que se desea editar. Se encuentra en la
hebra complementaria a la hebra que hibrido con el crRNA.

Enzima Cas 9 Endonucleasa que proviene de S. pyogenes. Cuando la enzima se une
al RNAg, ésta se dirige hacia el sitio complementario al crRNA, una
vez que ocurrio la hibridacion, la enzima realiza un corte de doble
cadena entre el tercer y cuarto nucledtido rio arriba de la secuencia
PAM.
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Para editar el genoma de un organismo mediante el sistema CRISPR Cas 9 es necesario que
esté presente el gRNA, la secuencia PAM y la enzima Cas 9. En el citoplasma, la enzima Cas
9 se acopla al gRNA. Este complejo se dirigird hacia el locus a editar mediante la
complementariedad de bases entre el gRNA con el genoma. Una vez que hibrido6 el
espaciador del gRNA con locus a editar, se produce un corte de doble cadena en el genoma.
Este dafio puede ser reparado mediante la union de extremos no homologos o reparacién
dirigida por homologia. En el primer caso la maquinaria de reparacidon une ambos extremos
y genera inserciones y/o eliminaciones de nucleétidos al azar. En el segundo caso se requiere
de un fragmento de DNA con homologias (DNA donador), para que recombine en el sitio
de corte (Brito, 2016). De acuerdo con el disefio de estas homologias se puede eliminar,
sustituir o integrar secuencias en el cromosoma.

Para eliminar una secuencia en el cromosoma, el DNA donador debe estar conformado por
dos homologias que corresponden a las secuencias que flanquean el sitio de corte, que mas
tarde sera escindido por el complejo Cas 9-gRNA. La region que sera eliminada durante la
recombinacion sera la que no se encuentre en el DNA donador. La integracion utiliza el
mismo principio que la eliminacion, la diferencia radica en que la secuencia a integrar se
encuentra flanqueada por las homologias y no ocurre una eliminacion de bases en el
genoma a editar. La sustitucion es resultado de la integracion y la eliminacion. En este caso,
la secuencia que se desea integrar debe estar flanqueada por homologias que delimitan la
region que se va a sustituir (Brito, 2016).

El sistema CRISPR Cas 9 como herramienta de edicion gendémica ha ido evolucionando en
los ultimos afos, en este proyecto se combinaron la metodologia propuesta por Jiang y
colaboradores en 2015 y la propuesta por Resich y Prather el mismo afo. Estos protocolos
requieren dos plasmidos que contienen los elementos necesarios para el sistema CRISPR
Cas 9 (Jiang et al., 2015; Reisch & Prather, 2015). Los detalles de estos vectores se describen
en la siguiente seccién.
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7.2 Cepas, plasmidos y oligonucleo6tidos

Las cepas, los plasmidos y oligonucledtidos utilizados en este estudio se describen en las
tablas 3,4y 5.

Tabla 3. Cepas utilizadas en este estudio

Cepa Genotipo Referencia
MG1655 E. coliK12 F-, lambda-, ilvG, rfb-50, roh-71 (Jensen, 1993)
MG1655 ApfIB, AadhE, AfrdA, AxylIFGH, Areg .
JU15 ) (Utrilla et al,, 2012)
27.3kb, gatCS184L, AmidarpA (Km")
(Fernandez-
MSO01 JU15 AldhA (Km") Sandoval et al.,
2012)
Vargas Tah
AV11 MS01 ApoxB (Km") (trabajo no
publicado)
EMO1 AV11 T7_ins_HtpG Este estudio
EMO1AarcA EMO1 arcA:Km" Este estudio
EMO02 MG1655 T7_ins_HtpG Este estudio
Tabla 4. Plasmidos utilizados en este estudio
Plasmido ‘ Descripcion Referencia
Vector parte del sistema CRISPR Cas 9. Expresa la .
pCas . . (Jiang et al,,
endonucleasa Cas 9 y el sistema de recombinasas
2015)
del fago lamda, Km".
PtargetF Vector parte del sistema CRISPR Cas 9. Expresa el | (Jiang et al.,
RNA guia (RNAg) Spe". 2015)
Vector parte del sistema CRISPR Cas 9. Expresa la )
pCas9-cr4 . Reischy
endonucleasa Cas 9 bajo el control de aTc como
) Prather, 2015)
inductor, Cm".
Vector parte del sistema CRISPR Cas 9. Contiene el
pKDsgp15 origen de replicacién y las recombinasas del vector | (Reischy
pKD46. Expresa RNAg para dirigir a la endonucleasa | Prather, 2015)
Cas 9 hacia el vector pCas9-cr44, Spe'".
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pKD3

Es un vector que es utilizado como molde para
amplificar un casete de cloranfenicol flanqueado
por sitios frt, Cm".

(Datsenko &
Wanner, 2000)

pkD46

Vector que contiene las recombinasas del fago
lamda posee un origen de replicacion sensible a
temperatura, Cb".

(Datsenko &
Wanner, 2000)

pCasCm

Construido a partir del vector pCas. Expresa la
endonucleasa Cas 9 y el sistema de recombinasas
del fago lamda, Cm".

Este estudio

pTarget_htpG

Construido a partir del vector pTargetF se
cambiaron los 20 nucleétidos del protoespaciador
para dirigir a la enzima Cas 9 al locus htpG, Spe".

Este estudio

ERMV_BDOop

Expresa el operoén sintético de la via de sintesis de
(R,R)-2,3-butanodiol a partir de los genes a/ss, alsD
de B. licheniformis'y bdhA de B. subtilis . El uso de
condones fue optimizado para £ colj; Cb".

Este estudio

pAcycDuet-1

Vector disefiado para la coexpresién de genes bajo
el promotor T7 e inducible por IPTG. Posee un
origen de replicacién p15A, Cm'".

Novagen

pAcycDuet_BDOop

Construido a partir de los vectores pAcycDuet-1y
ERMV_BDOop. Contiene el operén sintético de la
via de sintesis del (R, R)-2,3-butanodiol, Cm".

Este estudio

pAcycDuet_BDOop_Ba

Version modificada del vector pAcycDuet_BDOop.
Se sustituyo el gen a/sSsintético de B. licheniformis
por una versiébn nativa del gen a/sS de B
amyloliquefaciens.

Este estudio

——

34

'




Tabla 5. Oligonucledtidos utilizados en este estudio

Secuencia (5" 2 3')

Descripcion

Oligonucledtido

pTarget_seqR | CAT AGC ACG ATC AAC GGC AC Oligo reverse para secuenciacion del vector pTarget
LpCas_F -|C-|T(C: ETA CGT GCC GAT CAC TCG AGA CAC AAC GTG GCT Linealiza el vector pCas para CPEC
L R ATT TAA ATG AAG TTC CTA TTA GCG ATC GCG TAT TTC Linealiza el vector pCas para CPEC
pcas_ GTCTCG C pCasp
AAG CCA CGT TGT GTC TCG AGT GAT CGG CAC GTA e . .
Cat_R AGA GGT TCC Amplifica el casete de resistencia a Cm para CPEC
Cat_F é’ég TCAC GCGATC GCTAATAGG AACTTC ATTTAAATG Amplifica el casete de resistencia a Cm para CPEC
LV1 CTC GAG CGA TCG AGG AAA GAA CAT GTG AGC Linealiza el vector pTarget
Lv2 GTT TTA GAG CTA GAA ATA GCA AG Linealiza el vector pTarget
GGT ATA ATA CTA GTA CCT TAA AAT GGC ATT ATT GGT .
F_1S_HtpG TTT AGA GCT AGA AAT AGC AAG Cambio de RNAg del vector pTarget
AAG GTA CTA GTATTA TAC CTA GGA CTG AGC TAG CTG .
R_1S_HtpG TCA ACT CGA GCG ATC GAG Cambio de RNAg del vector pTarget
F Hd CGG ACT TCG CGT TCG CGT AAT GAG GTA GAC CTA CAT
- GAA A Amplificar homologia derecha HtpG sobrelapa con T7
R_Hd TAC CGG ATT TAG CGATAG TCC Amplificar homologia derecha HtpG
F_Hi GGC AGA GGA AAA AAT CAC TG Amplificar homologia izquierda HtpG
R Hi TCG TGT TCA TTT AGT GCC TCC CAT TTT AAG GTT AAA
-l AAC AGG Amplificar homologia izquierda HtpG sobrelapa con T7
FT7 ;i-gl:r TAA CCTTAA AAT GGG AGG CAC TAAATG AAC Amplificar gen pol T7 sobrelapa con Homologia izq
HtpG
R.T7 ETCCGAT GTA GGT CTA CCT CATTAC GCG AAC GCG AAG Amplificar gen pol T7 sobrelapa con Homologia der
HtpG
F_recR GCC GTT CTG ATG CAAACC AG Comprobacién externa del locus HtpG
R_adK AGC CGA GGATIT TTT CCA GA Comprobacién externa del locus HtpG
FL_BDO ACT AGT GGT ACC CGT GAA ACC GTA ACC AGG CA Linealizar pAcycDuetBDOop conservando los genes
alsD y bdhA
RL_BDO GTC GAC GAG CTC CGA TAA CCT CCT TTG CGC GC Linealizar pAcycDuetBDOop conservando los genes
alsD y bdhA
FALS GTT TCA CGG GTA CCA CTA GTC TAG AGA GCT TTT GCT
= S TTCA Amplificar AlsS de B. amyloliquefaciens para CPEC
RL BA rb GGT TAT CGG AGC TCG TCG ACA TGT TGG CAA AAG
-BATOS | cAA cAA ATG A Amplificar AlsS de B. amyloliquefaciens para CPEC
F_cmp_arcA GGC CGG CAT GAT GTT TGT GA L
- - Comprobar eliminacion del gen arcA
R_cmp_arcA GAA AGT ACC CAC GAC CAA GC L,
- - Comprobar eliminacion del gen arcA
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7.3  Cultivos y evaluaciéon de cepas

La evaluacién y caracterizacion de las cepas se realizd en fermentadores Applikon® de 1 L
en 750 mL medio mineral AM1 (Martinez et al., 2007) con 40 g/L de glucosa en cultivos en
dos etapas, el pH de los cultivos se controldé en 6 mediante la adicion de NaOH 4M. La
primera etapa fue para producir biomasa. Se realiz6 a 37 °C, 600 rom y 1 vvm de aireacién
(cuando fue necesario controlar la tensién de oxigeno disuelto, se realizd mediante la
velocidad de agitacién) antes de que el cultivo alcanzara la fase estacionaria se realizé la
induccion del operdn para la produccion de 2,3-BDO. En la segunda etapa, la aireacion se
disminuy6 a 0.1 vvm para favorecer condiciones de limitacion de oxigeno. La induccion se
realiz6 mediante la adicion de IPTG a una concentracion final de 10 uM para la cepa AV11 o
incrementando la temperatura a 41 °C para la cepa EMO1. Se determinaron la velocidad de
crecimiento, el consumo de glucosa, la produccion de metabolitos y los rendimientos del
proceso. Para calcular los rendimientos de utilizd la concentracion de biomasa méaxima. La
productividad de los cultivos se calculd utilizando el tiempo en que se alcanzo el titulo
maximo de produccién de BDO.

El medio AM1 por litro contiene, 2.63 g (NH4):HPO4, 0.87 g NH4H2PO4, 0.246 g MgS0O4.7H-0
y 0.15 g KCl, 1 mL betaina 2M y 1.5 mL de elementos traza. La solucion de elementos traza
contiene por litro: 1.6 g FeCls, 0.2 g CoCl2.6H20, 0.1 g CuClz, 0.2 g ZnCl2.4H:0, 0.2 g Na2MoO;,
0.05 g HsBOsy 0.33 g MnCl2.4H:0.

En los estudios de transferencia de oxigeno se evaluaron diferentes niveles de transferencia
de oxigeno para caracterizar cual era su efecto en la canalizacién del flujo de carbono a la
via de produccién de 2,3-BDO. Ademas, se evaluaron estrategias de cultivo alimentado para
evitar un sobre flujo de la via glucolitica con la finalidad de disminuir la produccion de acidos
organicos e incrementar la eficiencia de la via de sintesis de BDO.

7.4  Ensayos de actividad enzimatica

Los extractos celulares se generaron a partir de 15 mL de cultivo con densidad celular entre
8y 10 g/L. Una vez colectada la muestra se conservo en hielo y se centrifugd a 8,000 rpm
por 5 min a 4 °C. Se descarté completamente el sobrenadante y la pastilla se almacen6 a 0
°C. La pastilla celular se resuspendié en 5 mL de la solucién de lisis pH 6 (KPO4 100 mM,
MgClz 10 mM, lizosima 0.75 g/L y DNAsa 10 U/mL) y se incubd en agitacion a 37 °C por 1 h.
Se centrifugo a 8000 rpm por 20 min a 4 °Cy se colecto el sobrenadante (extracto celular).
El extracto se almaceno a 4°C. La concentracion de proteina total en el extracto se cuantifico
mediante el ensayo colorimétrico de Bradford utilizando el kit comercial Bio-Rad Protein
Assay. Este ensayo consiste en la union del indicador azul de Coomasie a residuos de
aminoacidos aromaticos y basicos. Cuando esta union ocurre la absorbancia maxima del
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indicador es 595 nm. Para la cuantificacion proteica a 595 nm se utiliza una curva de
calibracion con BSA (albumina de suero bovino) a diferentes concentraciones conocidas.

Los ensayos de actividad enzimatica se realizaron de acuerdo con lo reportado previamente
por Stormer en 1975, con modificaciones. Estos ensayos permiten determinar la actividad
volumétrica del extracto celular y esta puede ser convertida a actividad especifica
conociendo la concentracion de proteina total del extracto.

Acetolactato sintasa

La actividad de acetolactato sintasa se determiné mediante la incubacién de una mezcla de
1 mL que contiene 40 umoles de piruvato de sodio, 50 pmoles de acetato de sodio pH 5.8,
0.87 umoles de tiamina pirofosfato, 0.5 pumoles de cloruro de manganeso y extracto celular
(300, 400 y 600 pL). Después de incubar por 1 h a 37 °C la reaccion se detuvo adicionando
0.1 mL de HzSO4 al 50%. Se incubd por otros 30 minutos a 37°C, proceso en el cual todo el
acetolactato formado se descarboxila a acetoina. Se adicionaron 0.9 mL de NaOH 2.5 My
0.5 mL de esta solucion se transfirieron a un tubo de ensayo con 2 mL de una mezcla 1:1 de
a-naftol al 5% en NaOH 2.5 M y creatina al 0.5%. Esta mezcla se incubd a temperatura
ambiente por 20 min. Finalmente se agregaron 2.5 mL de NaOH 2.5M, la mezcla resultante
se transfirié a una cubeta de espectrofotometria y se determiné su absorbancia a 540 nm.
La concentracion de acetoina se cuantifico interpolando los datos de absorbancia en una
curva de calibracion en la que se utilizaron concentraciones conocidas de acetoina y la
mezcla a-naftol al 5% en NaOH 2.5 My creatina al 0.5%.

Acetolactato descarboxilasa

Para llevar a cabo esta reaccion se mezclaron 200 pymoles de fosfato de potasio pH 6.2, 10
pumoles de acetolactato y extracto celular (300, 400 y 600 pL). Se incubd por 1 h a 37°C. La
reaccion se detuvo al agregar 1 mL de NaOH 2.5 M. La acetoina se determino con la mezcla
creatina-naftol descrita para el ensayo de la acetolactato sintasa.

Butanodiol deshidrogenasa

La actividad de esta enzima puede ser determinada en cualquiera de las direcciones en la
reduccion de acetoina o en la oxidacion de butanodiol. En ambos casos la actividad se
determina midiendo las velocidades iniciales de la oxidacion de NADH o reduccién de NAD
a 340 nm. En este estudio fue de interés la reduccién de acetoina a butanodiol. Se prepard
una mezcla de reaccién con 0.1 mL de fosfatos de potasio 1M pH 5.8, 0.1 mL de acetoina 50
mM, 0.1 mL de NADH 1TmM vy extracto celular (300, 400 y 600 uL) a un volumen final de 1
mL. Esta mezcla se transfirié a una celda de espectrofotometria de 1 cm de ancho. Se siguié
la oxidacion de NADH a 340 nm por 30 min. Se utiliz6 el coeficiente de extincién milimolar
de NADH (6.22 cm™ mM™) para determinar la velocidad de consumo de este cofactor y por
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tanto la actividad de la enzima BDH. Para determinar la actividad enzimatica volumétrica se
utilizo la siguiente ecuacion.
(Ab5340nm
= min
mL 6.22 cm™ImM~1

Y(mL mezcla de reaccion)

Ensayo acoplado de acetolactato sintasa-acetolactato descarboxilasa

Por practicidad, la determinacion de la actividad de esta etapa de la via metabdlica se realizé
acoplando los ensayos enzimaticos de la sintesis de acetolactato como su descarboxilacion.
Para ello se realizé una mezcla de 1 mL que contenia 40 umoles de piruvato de sodio, 50
pmoles de acetato de sodio pH 5.8, 0.87 pmoles de tiamina pirofosfato, 0.5 umoles de
cloruro de manganeso, 200 umoles de fosfato de potasio pH 6.2 y extracto celular (300, 400
y 600 pL). Se incubd por 1 h a 37°C. La reaccidn se detuvo calentando a 80°C por 10 minutos.
Las muestras del ensayo se analizaron por HPLC para cuantificar la acetoina producida y el
piruvato residual utilizando las condiciones que se describen en la seccién 7.5.

7.5 Métodos analiticos

Los sobrenadantes de las muestras analizadas fueron filtrados manualmente con
membranas de 0.45 ym e inyectadas (20 pL) de forma automatica con ayuda del autoinyector
(Waters 717). La determinacion por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), de
azUcares y acidos organicos en muestras de fermentacion fue realizada por cromatografia
isocratica con fase mévil de H.SO+5 mM a 0.5 mL/min y usando una columna aminada
(Aminex HPX- 87H, Biorad) a 50 °C. La deteccion de los acidos organicos se realizd con un
detector de arreglo de diodos a 210 nm (modelo Waters 996, Millipore Co., Milford, MA) y
la de azucares con un detector de indice de refraccion (modelo Waters 2410, Millipore Co.,
Milford, MA). El analisis y procesamiento de datos fueron obtenidos con el programa
Empower 2 (Waters). Para la confirmacién de los compuestos analizados por HPLC fueron
inyectados estandares compuestos por concentraciones conocidas de los metabolitos
correspondientes.

7.6  Determinacion del coeficiente de transferencia de oxigeno (kLa)

Para determinar el coeficiente de transferencia de oxigeno (K.a) utilizando el método
dinamico de “gassing out”, el fermentador con medio de cultivo fue agitado y aireado a
velocidades fijas de tal forma que la concentracion de oxigeno disuelto (Cal)
permaneciera constante (solubilidad del oxigeno en el medio de cultivo a la temperatura
utilizada). Al tiempo t0, el medio fue desoxigenado burbujeando nitrégeno en el
fermentador. Después, aire fue bombeado al medio de cultivo a un flujo constante y el
incremento en el oxigeno disuelto se midi6 en funcién del tiempo utilizando un
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electrodo de oxigeno disuelto hasta que este permanecid constante C,,. Esto se
representa en la figura 8-A.

A)
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nitrégeno
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Figura 8. A) Proceso para determinar kLa por el método de "gassing out" y B) método para calcular el
coeficiente de transferencia de oxigeno (K.a) adaptado de (Doran, 2012)

Cau1 y Carz son dos concentraciones de oxigeno medidas durante la reoxigenacion a los

tiempos t1 y t2 respectivamente. Distintos valores de (Caur, t1) y (Cawz, t2) se utilizaron

InCy—-InCypq

para calcular y estos valores se graficaron contra (t2-t1) de tal forma que la

lnéAL—lTlCALZ
pendiente del grafico generado equivale a K. (ver figura 8-B).

Este coeficiente refleja la transferencia de oxigeno en funcion de las propiedades del
medio de cultivo, el flujo de aireacion y la velocidad de agitacion empleadas en el
proceso de desoxigenacion. Como el medio de cultivo AM1 es un medio mineral, se
considerd la solubilidad (Ca)) como la solubilidad del agua a la temperatura empleada.
Esta solubilidad se calculé utilizando la siguiente ecuacion.

Cy, = 14.161—0.3943 T + 0.007714 T? — 0.0000646 T3
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VIII. Resultados

8.1 Disefio y sintesis del vector pPBDOop

El disefio del operdn sintético para la produccion de (R,R)-2,3-BDO se muestra en la figura
9y se detalla a continuacién. Se utilizaron los genes alsS'y alsD de B. licheniformisy el gen
bdhA de B. subtilis los cuales codifican respectivamente para las enzimas acetolactato
sintasa, acetolactato descarboxilasa y butanodiol deshidrogenasa. Estas enzimas se
seleccionaron por sus elevados niveles de actividad (Xu et al., 2014) y porque pertenecen a
organismos capaces de crecer eficientemente a temperaturas superiores a 40 °C. Es
importante mencionar que para la sintesis del operdn se realizé un proceso de optimizacion
para el uso preferencial de codones en £. coli. Los sitios de union a ribosoma (RBS) fueron
calculados utilizando el servidor RBS CALCULATOR v2.0 (www.denovodna.com), el cual
genera RBS optimizados tomando en consideracion las secuencias rio arriba y rio abajo al
RBS, asi como la secuencia de la subunidad 16S del ribosoma del organismo donde se
realizara la traduccién del RNA mensajero.

Los genes que forman el operdn estan bajo el control de dos promotores, un promotor T7
que es exclusivamente reconocido por la RNA polimerasa T7 y rio arriba se encuentra un
promotor lac con su respectivo operador, que permite controlar la expresién del operdn con
induccion por IPTG. Rio abajo de los genes se tiene un doble terminador especial para
detener la transcripcién de la RNA polimerasa T7. Todo el operon estd flanqueado por
homologias de 300 pb necesarias para realizar su integracion al cromosoma. También se
incluyen otros elementos necesarios para la edicion en cromosoma, tales como: una
secuencia de 20 nucleétidos que al transcribirse hibridara con el locus donde se realizara la
integracion y otra secuencia que funcionara como andamiaje de la enzima Cas 9.

La sintesis y optimizacion de codones del operdn para la produccion del 2,3-BDO se realizd
a través de la empresa GENEWIZ®. El operdn fue clonado en el vector PUC57, la construccién
se identific6 como pBDOop. El operdn fue clonado en el plasmido pAcycDuet-1. Este vector,
al ser de bajo nimero de copias, genera menor carga metabdlica. Por lo que es mas
adecuado para produccion que el vector puc57 que es de alto niUmero de copias.

Posteriormente, el vector pAcycDuetBDOop fue transformado en cepas de produccion y
evaluado en cultivos y mediante ensayos de actividad enzimatica. De estos experimentos de
determind que el gen alsS que se estaba utilizando, corresponde a una isoenzima de la
acetolactato sintasa que esta implicada en la biosintesis de aminoacidos. Consecuentemente
la produccion de BDO era deficiente. Se procedio a sustituir el gen a/sS sintético por uno de
Bacillus amyloliquefaciens FZB42. Esta cepa fue amablemente donada por el Dr. Leobardo
Serrano (IBt-UNAM). La sustitucién del gen se realizd6 mediante un protocolo de CPEC (ver
apéndice 1). El vector resultante se nombré pAcycDuetBDO_Ba y fue posteriormente
utilizado en ensayos de produccion con la cepa AV11y EMO1.
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8.2 Construccion de los elementos necesarios para la técnica CRISPR Cas 9
8.2.1 Modificacién del vector pCas

La cepa AV11 es resistente a kanamicina por lo que no era posible utilizar el vector pCas
en esta cepa. Mediante un protocolo de CPEC, se remplazd el gen de resistencia de
kanamicina por uno de cloranfenicol. Las condiciones empleadas en esta técnica se detallan
en el apéndice 1.

8.2.2 Construccion del vector pTarget HtpG

Para editar el locus HtpG fue necesario generar un vector que expresara un RNA guia cuyo
objetivo fuera este locus. Al vector pTargetF (Jiang et al., 2015) se le modifico la secuencia
del protoespaciador, es decir, los 20 nucleétidos que hibridan con la region del cromosoma
que se desea editar. La modificacion del vector se realizd mediante una variacién del
protocolo de CPEC. La estrategia se ilustra en la figura 10. Es posible observar que al realizar
la modificacion del vector también se agregaron sitios de corte Xholy Pvullo que permitio
verificar la modificacién del vector mediante un patrén de digestion diferente al del vector
original.

Lv2

Promotorl RNAg (cadA) | Andamiaje | Terminador

pTarget_cada
2117 pb

Lv1 1

Xhol(384)

Pyul(887)

Fwd_15_HtpG s ~._ Rev_1S HtpG
Modulo Xhol/Pvul | Andamiaje | Terminador

pTarget_linearized
1896 pb

Pvul(641)
Pvul{1943)
Xhol(1946)

Madulo Xhol/Pvul | Promuturl RNAg HtpG |Andamiaje Terminador

Xhol(138)

pTarget_HtpG
1951 pb

Xhol(143)

Pvul(696)

Figura 10. Estrategia utilizada para construir el vector pTarget_HtpG

Una vez realizada la modificacion, el vector pTarget_HtpG fue comprobado mediante
patrones de digestion con la enzima Pwvul Adicionalmente, este vector fue comprobado
mediante secuenciacion utilizando el cebador pTarget_seqR, la secuencia se encuentre
disponible bajo el coédigo de acceso 7712.
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8.2.3 Construccion del DNA donador para el locus HtpG

Para realizar la integracién de la RNA polimerasa T7 en el locus HtpG se construyd,
mediante OE-PCR, una molécula de DNA conformada por el gen T7 flanqueado por
regiones de 300 pb homologas al locus HtpG. La estrategia utilizada se representa
en la figura 11.

DNA cromosomal

E. coli AV11
Fwd_Hi
Rev_Hi
Homologia HtpG 1 sT7

320 pb

E. coli AV11

sT7

Fwd_Hd
Rev_Hd

Homologia HtpG 2
338 pb

E. coli BL21(DE3)
Fwd_T7
Rev_T7

sH1 RNA polimerasa T7 sH2

2,702 pb

Homologia HtpG 1 RNA polimerasa T7 Homologia HtpG 2

3,280 pb

Figura 11. Estrategia utilizada para construir el DNA donador HtpG

El gen de la RNA polimerasa T7 se amplifico a partir de la cepa £ coli BL27 (DE3) y las
homologias a partir de la cepa AV11. Los productos fueron separados en gel de agarosa y
purificados, para luego ser ensamblados mediante un protocolo de PCR que se detalla en el
apéndice 1.

8.3 Edicién genémica de las cepas MG1655 y AV11

La integracion de la RNA polimerasa T7 en el cromosoma de £ coli de las cepas MG1655 y
AV11 se realizé utilizando el sistema CRISPR Cas 9. Se utilizaron el vector pCas9-cr4 para la
expresion de la endonucleasa Cas9, el vector pTarget_HtpG para expresar el RNA guia y
dirigir la integracion al locus HtpG, el plasmido pKD46 para la expresién de las recombinasas
del fago lambda y el producto de OE-PCR como molécula de DNA donador. Para comprobar
la integracion a nivel molecular, se utilizaron los cebadores internos (F_Hiy R_Hd) y externos
(F_recR y R_adK). De estos experimentos se obtuvieron las cepas EMO1 (AV11 T7 ins htpG) y
EMO02 (MG1655 T7 ins htpG).

8.4 Evaluacion fenotipica de la cepa EMO01

En estos ensayos se comprobé el fenotipo de la cepa EMO1 y se valud la estrategia de
induccion por temperatura. La cepa MG1655 (DE3) fue utilizada como referencia para
comparar con el comportamiento de una cepa que expresa la RNA polimerasa T7 de forma
constitutiva bajo el control del factor transcripcional ¢70. Las dos cepas fueron
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transformadas con el vector pet28_GFP que expresa una variante de la proteina verde
fluorescente (GFP) en un vector pet28 bajo un promotor T7 y un operador lac. El vector
pet28_GFP fue proporcionado amablemente por el Dr. Paul Gaytan (IBt-UNAM).

Las evaluaciones se realizaron en tubos con 3 mL de medio AM1 2X, 20 g/L de glucosa, IPTG
a 10 uM y cloranfenicol a 30 pug/mL. Se utilizaron incubadoras con control de temperatura,
una agitacién de 300 rpm y los cultivos se iniciaron a 0.1 DOgoonm. Se evaluaron cultivos a
temperaturas fijas por 24 h (30, 37 y 41 °C) y otros haciendo induccién térmica. En el dltimo
caso, las primeras 8 h se incubé a 30 o 37 °C para después aumentar la temperatura a 41 °C
y seguir el cultivo hasta las 24 h.

A) Niveles de expresion de GFP
8000 1
Bl Evo1l (AV11 T7 ins HtpG)
MG1655 (DE3)
6000
=
)
o
© 40004
E
L
D
2000 4
B) AV11/pet28GFP
0 -
O
A
@\‘?
\
Q
N he
C) EMO1/pet28GFP

Figura 12. Estudios del fenotipo de la cepa EMO01, mediante la produccién de GFP bajo diferentes temperaturas.
Ensayos realizados en tubos con 3 mL de medio AM1 2X, 20 g/L de glucosa, IPTG a 10 uM, cloranfenicol a 30 ug/mL
y una agitacién de 300 rpm. Las mediciones se realizaron a las 24 h y los cambios de temperatura a las 8 h.

Una vez que los cultivos terminaban (a las 24 h) se hacian diluciones y se procedia a medir
florescencia en un espectrofotometro de fluorescencia Perklin Elmer LS55. La excitacion se
realiz6 a 395 nm y la emision se detecté a 509 nm. Los valores de fluorescencia se
normalizaron con respecto a peso seco celular. Cultivos sin inducir sometidos a las mismas
condiciones experimentales fueron utilizados como blanco. Estas pruebas se hicieron dos
veces por triplicado y los datos obtenidos se representan en la figura 12-A.
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Se puede observar que la cepa EM01 produce mas GFP con respecto a la cepa MG1655 (DE3)
en todas las temperaturas. Este comportamiento es normal, debido a que la cepa mutante
al contrario de la sepa silvestre no produce altos titulos de acido acético y se sabe que la
produccion de este acido organico afecta negativamente la produccion de proteinas
recombinantes (Backlund, 2011). Por otra parte, ambas cepas presentan tendencias
contrarias. Al elevar la temperatura, la produccion de GFP con la cepa MG1655(DE3)
decrementa levemente, mientras que con la cepa EM01 incrementa significativamente. Los
niveles de produccion con EM01 a 30, 37 y 41 °C fueron aproximadamente 800, 1600 y 4500
UF/gDCW. Estos valores se relacionan con el hecho de que el factor 6%, que controla la
expresion de la RNA polimerasa T7 y por lo tanto la produccién de GFP, se encuentra mas
activo mientras la temperatura es mas elevada (Roncarati & Scarlato, 2017).

En los experimentos de induccion térmica podemos observar que la produccién incrementa
respecto a la alcanzada cuando se mantiene la temperatura inicial. Para cultivos a 30 °C la
produccion se cuadruplico (de 800 a 3200 UF/gDCW) mientras que para los cultivos a 37 °C
solo se obtuvo un incremento del 37% (de 1600 a 2200 UF/gDCW) al realizar la induccién
térmica a41 °C. Es notable que la respuesta a estrés térmico es proporcional con la diferencia
de temperatura a la que se realiza la induccién, sin embargo, incluso con el mecanismo de
induccion mas exitoso (30 a 41 °C) no superan la produccién alcanzada cuando todo el
cultivo se mantuvo a 41 °C. No obstante, debe considerarse que el crecimiento se ve
fuertemente disminuido a temperaturas elevadas, por lo cual el titulo volumétrico de
produccion a 41 °C es bastante similar con ambos experimentos de induccién térmica (cerca
de 250 UF para las tres condiciones) y la diferencia puede ser observada al normalizar las
unidades de fluorescencia con la biomasa generada en cada condicion. De acuerdo con
estos resultados, se propuso una estrategia de cultivo en dos etapas, una en la que se
estimulara el crecimiento celular a 37 °C y una segunda etapa a 41 °C enfocada en la
expresion de la via metabdlica de BDO. Con esta estrategia se busco evitar el efecto negativo
sobre el crecimiento celular y se aprovechar el efecto positivo sobre el sistema de induccion.

Adicionalmente, como evidencia de los fenotipos se tomaron imagenes con un microscopio
confocal multifotonico (Olympus FV1000). En la figura 19-C se puede observar la cepa
EMO1/pet28GFP expresando GFP mediante induccion térmica y como control en la figura
12-B se tiene a la cepa AV11/pet28GFP ambas en presencia de 100 pM de IPTG. Se aprecia
una clara diferencia entre ambas cepas, las bacterias EMO1 tienen elevados niveles de
fluorescencia mientras que las AV11 exhibe una pobre fluorescencia intrinseca. Este par de
experimentos permitio demostrar que el sistema de inducciéon funcionaba y que los niveles
de expresion de los genes bajo el control de promotores T7 dependian de la temperatura
del cultivo.

45

——
| —



8.5 Produccién de 2,3-BDO en fermentadores
8.5.1 Evaluacion del sistema de induccién por choque térmico

El vector pAcycDuet BDOBa se evalud en la cepa EMO1 y como control del sistema de
induccion térmico se utilizé la cepa AV11. Se utilizé un cultivo de dos etapas. En la primera
se empled una agitacion de 600 rpm y una aireacion de 1.3 vwm. En la segunda etapa la
agitaciony aireacion se redujeron a 400 rpmy 0.13 vwm respectivamente, lo que proporciond
un coeficiente de transferencia de oxigeno (kLa) de 10.40 h™' (lo cual equivale a una velocidad
de transferencia de oxigeno de 1.8 mmolO./L h). El proceso de induccidn se llevé a cabo con
IPTG a una concentracién 10 uM en el caso de la cepa AV11, mientras que para la cepa EM01
se realiz6 mediante un incremento en la temperatura de cultivo de 37 a 41 °C. Los resultados
de estas cinéticas se presentan en la figura 13 y la tabla 6 para la cepa
AV11/pAcycDuet_BDOBay en la figura 14 y tabla 7 para la cepa EM01/pAcycDuet_BDOBa.

Ambas cepas crecieron de forma similar a una velocidad especifica de 0.51 h™' y alcanzaron
la fase estacionaria a las 8 horas. A las 10 horas de cultivo se disminuy6 la transferencia de
oxigeno a 1.8 mmolO,/L h'y simultdneamente se indujo la expresién de la via metabdlica de
butanodiol. En la figura 13 se ilustra la cinética de crecimiento y produccién de la cepa
AV11/pAcycDuet_ BDOBa. EI momento de induccion con IPTG y cambio de OTR
(representado con la linea discontinua morada) desencadena un cambio metabdlico
observado en la produccién de metabolitos.
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Figura 13. A) Cinética de crecimiento y glucosa residual y B) produccion de metabolitos de la cepa AV11/pAcycDuet_BDOBa.
Etapa de crecimiento 600 rpm; 1.3 vvm y etapa de produccién OTR=1.8 mmolO,/L h. La induccién con ITPG, asi como el cambio
en la transferencia de oxigeno se indica con la linea discontinua. ** £/ piruvato a altas concentraciones no pudo ser cuantificado con
exactitud. En las grdficas se conservan los datos para ilustrar la tendencia en la produccion de este metabolito.
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Durante la fase de crecimiento la cepa AV11 acumulé piruvato (5 g/L) y acetoina (3 g/L). Las
8 horas posteriores a la induccién se caracterizaron por la acumulacién de acetoina,
alcanzando niveles de 7 g/L. En las 22 horas restantes, los niveles de acetoina se mantuvieron
constantes. El BDO se produjo continuamente a una baja velocidad desde el momento de
induccidn hasta el final de la cinética alcanzando un titulo final de 2.4 g/L. Es posible observar
que desde antes de la induccidn se produjeron acetoina y BDO, esto se debe a expresion de
escape del promotor lac, sin embargo, es evidente que después de realizar la induccién y el
cambio de transferencia de oxigeno incrementa la produccién de BDO.

En la etapa del cultivo donde se acumula acetoina (de la hora 10 a la 18) es posible observar
que los niveles de piruvato se mantienen constantes (6 g/L). Sin embargo, cuando los niveles
de acetoina dejan de incrementar, se observa que los titulos de piruvato se elevan
significativamente, alcanzando valores superiores a los 15 g/L. Este perfil nos permite inferir
que la velocidad con la que el carbono estaba siendo canalizado a la via metabdlica
acetoina/BDO disminuy6 de forma importante. Esta disminucién en la actividad de la via
podria deberse al agotamiento de algun nutriente que evitara el buen funcionamiento de
las enzimas involucradas en la via metabdlica. Debe quedar claro que el flujo no se detiene
por completo, ya que una lenta produccion de BDO se mantienen hasta el final del cultivo.

La concentracion de piruvato a las 40 h no pudo ser determinada con precision, ya que, en
el sistema cromatografico utilizado el pico correspondiente a este metabolito no se pudo
diferenciar de la coelucion con el pico de otro compuesto desconocido que se acumulé a lo
largo de la cinética. Se sospecha que este compuesto no identificado puede ser acetolactato
o diacetil. Sin embargo, no se pudo comprobar la identidad de este metabolito. La
produccion de acético fue nula durante la mayor parte del cultivo, pero comenzé a
acumularse, en la Ultima etapa del cultivo cuando los niveles de glucosa fueron inferiores a
10 g/L.

Tabla 6. Pardmetros cinéticos y estequiométricos de la cepa AV11/pAcycDuetBDO_Ba (etapa de crecimiento 600
rpm; 1.3 vvm y etapa de produccién OTR=1.8 mmolO,/L h)

Parametros Titulo (g/L)

W (h) 0.51 BDO 2.43
Yx/s (gDCW/gGlc) 0.17 Acetoina 7.50
Yp/s (gBDO/gGlc) 0.07 Piruvato >15
Yp/x (gBDO/gDCW) 1.34 Acetato 0.32
qp (gBDO/L h) 0.07 Biomasa 1.87

La cinética de crecimiento y produccion de la cepa EM01/pAcycDuet_BDO_Ba se presenta
en la figura 20. Es notable que al igual que la cepa AV11/pAcycDuet_BDO_Ba, el cambio de
transferencia de oxigeno e induccién (linea roja discontinua) tiene un fuerte efecto en el
perfil metabdlico de la cepa.
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Sin embargo, el comportamiento entre ambas cepas difiere significativamente. Durante la
fase de crecimiento acumula la misma cantidad de piruvato que su cepa predecesora, sin
embargo, en este mismo periodo acumula hasta 1 g/L de BDO y 4 g/L de acetoina. Esta
diferencia se explica por qué en la cepa EMO1 existe expresion de escape de la polimerasa
T7 lo que hace que la via este activa antes de inducir y como el promotor T7 es de mayor
fuerza que el promotor lac, conlleva una mayor expresién de la via de sintesis de acetoina-
BDO y por tanto una mayor produccion de ambos metabolitos. Esto coincide con que la
velocidad de consumo de glucosa que es mayor en la cepa EMO1. A las 10 h la cepa AV11
consumio aproximadamente 10 g/L de glucosa mientras que en ese mismo periodo la cepa
EMO1 consumié 50% mas (15g/L).

También se puede observar que después de la induccion, la acetoina producida disminuye
lentamente mientras que la concentracion de BDO incrementa hasta que se detiene a las 28
h con valores de 3.47 g/Ly es en este mismo momento en que la acetoina alcanza su valor
mas bajo 2 g/L. El piruvato se acumula a un ritmo constante durante toda la fermentacion,
al igual que en cultivo anterior las concentraciones de piruvato se encuentran
sobreestimadas por el analisis cromatografico. Estos resultados indican que la actividad de
la via se limitd por la canalizacion de piruvato hacia la via de interés. La mayor parte del BDO
se produjo a partir de la acetoina que ya se encontraba disponible y no a partir de la glucosa
consumida durante esta etapa del cultivo. La causa de este comportamiento podria estar
relacionada con algun limitante nutricional tal como se ha discutido previamente.
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Figura 14. A) Cinética de crecimiento y glucosa residual y B) produccion de metabolitos de la cepa EM01/pAcycDuet BDOBa.
Etapa de crecimiento 600 rpm; 1.3 vwm y etapa de produccién OTR=1.8 mmolO,/L h. La induccién térmica a 41 °C, asi como el
cambio en la transferencia de oxigeno se indica con la linea discontinua. ** £/ piruvato a altas concentraciones no pudo ser cuantificado

con exactitud. En las gréficas se conservan los datos para ilustrar la tendencia en la produccion de este metabolita

Comparando los parametros cinéticos que se presentan en las tablas 6 y 7 podemos
identificar que la cepa EMO1 es mejor productora de BDO que la cepa AV11. La cepa EMO1
produce 65% mas BDO que la cepa AV11. También convierte mas eficientemente la glucosa
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en BDO puesto que tanto su rendimiento producto/ sustrato como producto/biomasa son
30% mayores. La mejor capacidad de produccion de BDO de la cepa EMO1 puede explicarse
mediante el sistema de induccién. Mientras que esta cepa utiliza un promotor T7 la cepa
AV11 utiliza un promotor lac, lo que en teoria significa menor niveles de transcrito y por
tanto menor actividad de la via (Tabor, 1990). Por otra parte, tal como se habia demostrado
previamente (ver seccion 8.4) la estrategia de control por choque térmico tiene niveles de
fuga elevados a 37 °C, lo que permite que en la cepa EMO1 la via metabdlica de BDO se
exprese desde las primeras horas de cultivo. Otra diferencia realmente importante entre los
dos sistemas de induccién es que la cepa AV11 tiene la capacidad de producir BDO durante
todo el cultivo ademas de acumular grandes cantidades de acetoina mientras la cepa EMO1
acumula poca acetoina y la produccién de BDO se detiene a la hora 28 de cultivo.

Este fendmeno podria ser consecuencia de la temperatura elevada a la que estad sometida la
cepa. Es bien sabido que la actividad de la mayoria de las proteinas de respuesta a estrés
térmico requiere de ATP (Ramirez et al., 2001) por lo que es energéticamente costoso. Para
resistir esta condicion, se sugiere que la cepa EMO1 debe gastar mas energia en
mantenimiento, lo que la lleva a reducir sus niveles de NADH y como la conversion de
acetoina a BDO esta mediada por la disponibilidad de este cofactor, la via metabdlica se
detiene (Yang et al, 2017). Esto también explica la mayor acumulacion de acetato, cinco
veces mayor en la cepa EMO1, puesto que la produccion de acetato funciona como una
fuente adicional de ATP (Hartig & Jahn, 2012).

Tabla 7. Parametros cinéticos y estequiométricos de la cepa EM01/pAcycDuet_BDOBa (etapa de crecimiento 600
rpm; 1.3 vvm y etapa de produccion OTR=1.8 mmolO,/L h.

Parametros Titulo (g/L)

W (h) 0.51 BDO 3.47
Yx/s (sDCW/gGlc) 0.14 Acetoina 2.13
Yp/s (gBDO/gGlc) 0.10 Piruvato >15
Yp/X (gBDO/gDCW) 1.68 Acetato 1.67
qp (gBDO/L h) 0.12 Biomasa 2.30

Los resultados obtenidos indican que el sistema de induccion térmico (cepa EMO01) es mas
eficiente para la produccién de BDO con una Qp de 0.12 g/L h, casi el doble de productividad
de la cepa AV11. Por su parte, la cepa AV11 resulto ser una cepa prometedora para producir
acetoina (Qp de 0.4 g/L h). Se selecciond la cepa EMO1 para realizar futuros estudios
enfocados en mejorar el flujo de carbono hacia la produccion de BDO. Uno de los aspectos
mas notables en estos cultivos fue la acumulacion grandes cantidades de piruvato. Este
comportamiento indicaba que existia una limitacion que estaba impidiendo la conversion
de este metabolito a BDO. Esto podia deberse a una limitacion nutricional por lo que se
decidio triplicar los nutrientes del cultivo. Adicionalmente se busco explotar el rendimiento
producto/biomasa de la cepa (1.4 gBDO/gDCW), por lo que se deseaba incrementar la
biomasa en los cultivos.
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8.5.2 Estudio de transferencia de oxigeno en la fase de crecimiento de EMO01

La primera etapa del estudio se enfocd en mejorar la etapa de crecimiento porque a pesar
de que el medio de cultivo proporcionaba los nutrientes necesarios para alcanzar 5 g/L de
biomasa los cultivos previos alcanzaron menos del 50% de este valor. Al triplicar los
nutrientes del medio AM1 la biomasa maxima que se podia alcanzar eran 15 g/L. En la
formulacion del medio de cultivo la fuente de nitrégeno actia como el nutriente limitante.
Para que el oxigeno no limitara el crecimiento celular, se evaluaron cultivos con control de
oxigeno disuelto a 5, 10, 15 y 20%. El control de oxigeno disuelto se mantuvo durante todo
el cultivo mediante cambios en la velocidad de agitacion. Se buscaba incrementar la biomasa
y al mismo tiempo estudiar el efecto de altas disponibilidad de oxigeno en la produccién de
BDO. Las cinéticas de estos cultivos se presentan en las figuras 15 y 16 y los resultados
obtenidos se resumen en la tabla 8. La induccion térmica se realizd a la hora 9y se representa
con una linea roja discontinua.
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Figura 15. A) Cinéticas de crecimiento y glucosa residual y B) produccién de metabolitos de la cepa EMO1/pAcycDuet_BDOBa.
Manteniendo la tensidn de oxigeno disuelto a 5%y 10%. La induccién térmica a 41 °C se indica con la linea roja discontinua.
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Tabla 8. Parametros cinéticos y estequiométricos de la cepa EM01/pAcycDuet_BDOBa en cultivos a diferentes
niveles de oxigeno disuelto.

Parametros Titulo (g/L) Parametros Titulo (g/L)
0.d=5% 0.d= 15%
W (h1) 0.53 BDO 0.36| W (h?) 0.52 BDO 0.43
Yx/s (gDCW/gGlc) 0.30 Acetoina 4,92 | Yx/s (gbCW/gGlc) 0.29 Acetoina 4.72
Yp/s (gBDO/gGlc) 0.01 Piruvato 0.00| Yp/s (gBDO/gGlc) 0.01 Piruvato 0.00
Yp/x (gBDO/gDCW) 0.03 Acetato 1.52 | Yp/x (gBDO/gDCW)  0.04 Acetato 0.43
qp (gBDO/L h) 0.03 Biomasa 12.81 | qp (gBDO/L h) 0.03 Biomasa 11.54
0.d=10% 0.d=20%
W (h1) 0.53 BDO 0.39| W (h?) 0.52 BDO 0.43
Yx/s (gDCW/gGlc) 0.30 Acetoina 3.93 | Yx/s (gDCcW/gGlc) 0.27 Acetoina 4.69
Yp/s (gBDO/gGlc) 0.01 Piruvato 0.00| Yp/s (gBDO/gGlc) 0.01 Piruvato 0.00
Yp/x (gBDO/gDCW) 0.03 Acetato 0.40| Yp/x (gBDO/gbcw)  0.05 Acetato 0.16
gp (gBDO/L h) 0.03 Biomasa 12.18 | gp (gBDO/L h) 0.03 Biomasa 10.75

La biomasa formada por la cepa EM01/pAcycDuet BDOBa se ve beneficiada por altas
tensiones de oxigeno disuelto. En 8 h se generaron 5 g/L de células mientras que en los
cultivos donde no se controlé la tension de oxigeno disuelto, se producian tan solo 2 g/L.
Las tensiones de oxigeno disuelto de 5y 10% acumularon hasta 1 g/L mas de biomasa
respecto a 15y 20% O.d. Es importante mencionar que en las condiciones evaluadas no
existe acumulacién de piruvato e incluso la pequefa cantidad de acetato que se produce
comienza a ser catabolizado en las Ultimas horas de cultivo. Sin embargo, la concentracion
de BDO disminuy6 de forma drastica y preferencialmente se acumulé acetoina alcanzado
titulos cercanos a 5 g/L. Este resultado concuerda con lo reportado previamente y obedece
a un estado celular excesivamente oxidado que desplaza la reaccién catalizada por la
acetoina reductasa a la produccion de acetoina (Celinska & Grajek, 2009).

Es evidente que controlar la tensiéon de oxigeno disuelto por encima del 0% favorecio la
formacion de biomasa y de acetoina a la vez disminuyé la acumulacion de BDO. A pesar de
que mantener elevados niveles de oxigeno disuelto permiten mayor biomasa en los cultivos
no resultan adecuados para explotar el rendimiento producto/biomasa previamente
observado en esta cepa. Ya que, con esta estrategia, al incrementar la biomasa, disminuye
la produccién de BDO y por lo tanto el rendimiento producto/biomasa disminuy6 14 veces.
La explicacion a este comportamiento se debe al balance redox intracelular. En las
condiciones de cultivo evaluadas en esta seccion, el oxigeno se encontraba en exceso, por
lo que es de esperarse una baja relacion NADH/NAD™. Estudios previos han demostrado que
cuando esto sucede la produccion de BDO decrece mientras que la de acetoina incrementa.
(Bao et al., 2015). Con base en estos resultados se decidi6 evaluar la produccion de BDO en
un cultivo donde se incrementara la relacion NADH/NAD".
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Figura 16. A) Cinéticas de crecimiento y glucosa residual y B) produccién de metabolitos de la cepa EM01/pAcycDuet_BDOBa.
Manteniendo concentraciones de oxigeno disuelto de 15y 20%. La induccién térmica a 41 °C se indica con la linea roja discontinua.
Para incrementar la relacion NADH/NAD® se realizd un cultivo de la cepa
EMO1/pAcycDuet_BDOBa con el mismo medio de cultivo (AM1 3X) en una condicién inicial
de baja transferencia de oxigeno a 400 rpm y 0.13 vwm (OTR=1.8 mmolO/L h) que se
mantuvo por todo el cultivo. La induccién se realizé cuando el cultivo se habia estacionado
(8 h). Esta baja OTR tuvo un efecto negativo en la formacién de biomasa, Unicamente se
generaron 1 g/L de células. Este comportamiento era de esperarse por que el oxigeno actud
como un nutriente limitante en el crecimiento celular.

En la figura 17 se observa que bajas concentraciones de biomasa conllevan mayores tiempos
de cultivo (hasta un 30% mas). La velocidad de crecimiento disminuyd un 16%. También se
observa que los principales productos que se obtienen son piruvato (>15 g/L) y acético (4.4
g/L). Era de esperarse que la produccion de acidos organicos incrementara a bajas
transferencias de oxigeno. Esta bien documentado que en condiciones limitantes de oxigeno
tanto la actividad del TCA como la de la cadena respiratoria disminuyen por efecto del
regulador ArcA (Park et al., 2013; Shimizu, 2013). Lo que disminuye el flujo de carbono hacia
el TCA. En consecuencia, se acumula piruvato y acetil-CoA, este Ultimo es convertido a
acetato por la via ackA-pta proceso en donde se genera una molécula de ATP.
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Figura 17. A) Cinética de crecimiento y glucosa residual y B) produccién de metabolitos de la cepa EMO1/pAcycDuet_BDOBa en
cultivo a baja transferencia de oxigeno OTR= 1.8 mmolO,/L h. La induccién térmica a 41 °C se indica con la linea roja discontinua.
** Fl piruvato a altas concentraciones no pudo ser cuantificado con exactitud. En las graficas se conservan los datos para ilustrar la tendencia en
la produccion de este metabolito.

Por otra parte, la produccién de acetoina y BDO decrementan ya que se obtienen titulos de
043 y 1.76 g/L, respectivamente. En conjunto, tal como se presenta en la tabla 9 esta
condicion tiene diversos efectos negativos tanto en los titulos volumétricos como como en
la productividad. Por el contrario, se beneficia el rendimiento producto/biomasa siendo este
20 veces mayor que en los cultivos donde se controlé la tension de oxigeno disuelto >0%
(tabla 8) y un 50% mayor que en el cultivo en dos etapas donde se evalud la capacidad de
la cepa EMO1 para producir BDO (tabla 7). La observacién mas importante en esta seccién
es la relacion que existe entre la disponibilidad de oxigeno en los cultivos, el efecto de este
nutriente en la relacién NADH/NAD+ y el efecto de este balance redox en la via metabdlica
de sintesis de acetoina/BDO. En resumen, a mayor concentracion de oxigeno disuelto, menor
es la relacion NADH/NAD+ y mayor la proporcién acetoina/BDO. También debe quedar
claro que la disponibilidad de oxigeno en el cultivo determinara la biomasa que se genere 'y
por tanto la productividad del proceso.

Tabla 9. Pardmetros cinéticos y estequiométricos de la cepa EMO1/pAcycDuet BDOBa en cultivo a baja
transferencia de oxigeno (OTR=1.8 mmolOy/L h)

Parametros Titulo (g/L)

W (hY) 0.43 BDO 1.76
Yx/s (gDCW/gGlc) 0.06 Acetoina 0.43
Yp/s (gBDO/gGlc) 0.08 Piruvato >15
Yp/x (gBDO/gDCW) 1.95 Acetato 4.37
qp (gBDO/L h) 0.02 Biomasa 0.95

Al comparar los resultados obtenidos con tensiones de oxigeno disuelto >0 y bajas
transferencias de oxigeno (OTR= 1.8 mmolO./L h), es evidente que elevadas transferencias
de oxigeno favorecen la formacién de biomasa y el producto principal es acetoina.

——

53

'



Por el contrario, bajas transferencias actian como un limitante en el crecimiento celular y
afectan la produccién de acetoina-BDO, pero incrementan la relacion BDO/acetoina. Estos
mismos fendmenos en relacion a la transferencia de oxigeno han sido reportados
previamente (Celinska & Grajek, 2009; Ji et al., 2011; Xu et al., 2014).

Es interesante comparar el comportamiento de la cepa EMO01/pAcycDuetBDO_Ba, cuando la
etapa de crecimiento se llevo a cabo a 600 rpm 1.3 vwvm y la etapa de produccion fue con
una OTR=1.8 mmolO,/L h (tabla 7), con relaciéon a cuando todo el cultivo se realizd a esta
ultima velocidad de transferencia de oxigeno (tabla 9). Cuando se implementaron las dos
etapas de transferencia de oxigeno la producciéon de BDO es el doble y la de acetoina es
cinco veces mayor. La causa de esta diferencia en los niveles de produccion es ocasionada
por la limitacién de oxigeno en todo el cultivo, ya que la etapa de crecimiento se ve limitada,
y la biomasa obtenida es 60% inferior, lo que ocasiona menor produccion del par acetoina-
BDO.

Por otra parte, si comparamos este mismo cultivo de dos etapas (tabla 7) pero esta vez con
los cultivos a elevadas transferencias de oxigeno (tabla 8), podemos observar que el cultivo
en dos etapas permite alcanzar 8 veces mas BDO, pero Unicamente el 50% de la acetoina,
en relacion con los cultivos con el oxigeno disuelto controlado a 5, 10, 15 y 20%. Es
importante mencionar que en este caso si consideramos el par acetoina-BDO ambas
condiciones generan 5.5 g/L entre la suma de ambos compuestos. Lo que indica que la
cantidad de carbono canalizado a la via es la misma, pero la condicion de transferencia de
oxigeno esta determinando si el producto final es acetoina o BDO, este efecto del oxigeno
sobre la via de sintesis de BDO ha sido descrito en otros estudios y obedece a la posa
intracelular de NADH/NAD™ (Celinska & Grajek, 2009; Z. J. Li et al., 2010).

Al final de estos experimentos se concluyd que durante la fase de generacion de biomasa
esta cepa al ser afermentativa es incapaz de crecer eficientemente en condiciones limitantes
de oxigeno como lo es una OTR=1.8 mmolO,/L h, por lo que se requiere una condicién con
mayor transferencia de oxigeno para que crezca adecuadamente. Mientras que la
produccion de BDO se favorece en condiciones de limitacion de oxigeno. Buscando
solucionar la divergencia entre el crecimiento celular y la produccion de BDO e intentando
explotar el rendimiento producto/biomasa de la cepa EMO1. Se desarrollo la siguiente
estrategia de cultivo en dos etapas: una tensién de oxigeno disuelto de 5% como condicion
de crecimiento, que permitia generar biomasa rapidamente sin ocasionar una pérdida
importante de carbono. Y una etapa de produccion donde se limite la transferencia de
oxigeno (inicialmente OTR=1.8 mmolO,/L h). Se selecciono la hora 10 como el momento
adecuado para implementar la fase de produccion (limitacion de oxigeno), ya que en ese
momento el cultivo alcanzaba una biomasa de aproximadamente 5 g/L. Sin embargo, se
desconocia si el momento mas adecuado para realizar la induccion térmica era durante la
etapa de crecimiento o en la etapa de produccién.
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8.5.3 Efecto del momento de induccidén en la produccién de BDO

Normalmente los sistemas de expresion molecular se inducen durante la etapa de
crecimiento exponencial. Sin embargo, en este estudio la induccion térmica implica una
situacion de estrés que afecta el crecimiento celular (Roncarati & Scarlato, 2017).
Adicionalmente al ser un cultivo en dos etapas con diferentes condiciones de transferencia
de oxigeno, se tiene el efecto de la presencia o ausencia de oxigeno en la actividad de las
enzimas que se desean expresar. Para determinar qué momento era el mas adecuado para
realizar la induccién térmica se realizaron tres cultivos en dos etapas. La etapa de crecimiento
se mantuvo con un 5% de oxigeno disuelto. La etapa de produccion se llevé a cabo con una
limitacidén de oxigeno OTR=1.8 mmolOy/L h.

En el primer experimento se realizd primero la etapa de crecimiento, luego la induccion
térmica (t=8) y dos horas mas tarde la etapa de produccion (t=10). En el segundo cultivo, se
realizé primero la etapa de crecimiento, sequido de la etapa de crecimiento(t=8) y dos horas
después se realizo la induccion térmica (t=10). Un tercer cultivo, que funcion6 como un
control, se llevd a cabo sin realizar el proceso de induccion por lo que la temperatura se
mantuvo constante a 37 °C durante la etapa de crecimiento y produccion. Las cinéticas de
estos cultivos se ilustran en la figura 18, donde la induccion térmica se representa con una
linea discontinua roja mientras que la limitacion de oxigeno se indica con una linea punteada
azul. En la tabla 10 se resumen los resultados de esta serie de experimentos.

Tabla 10. Efecto del momento de induccién en los pardmetros cinéticos y estequiométricos de la cepa

EMO01/pAcycDuet_BDOBa (fase de crecimiento O,d=5% y fase de produccion OTR= 1.8 mmolO,/L h)
Parametros Titulo (g/L)

Induccion antes de limitacién de O2

W (h) 0.49 BDO 1.28
Yx/s (sDCW/gGlc) 0.22 Acetoina 1.17
Yp/s (gBDO/gGlc) 0.03 Piruvato 5.75
Yp/X (gBDO/gDCW) 0.20 Acetato 4.60
qp (gBDO/L h) 0.03 Biomasa 5.78
Limitacién de Oz antes de induccién
K (h) 0.54 BDO 3.98
Yx/s (sDCW/gGlc) 0.25 Acetoina 3.33
Yp/s (gBDO/gGlc) 0.08 Piruvato 6.19
Yp/x (gBDO/gDCW) 0.68 Acetato 5.07
qp (gBDO/L h) 0.13 Biomasa 6.21
Limitacion de Oz sin induccién
W (h) 0.49 BDO 1.27
Yx/s (gDCW/gGlc) 0.24 Acetoina 1.15
Yp/s (gBDO/gGlc) 0.04 Piruvato 16.47
Yp/x (gBDO/gDCW) 0.24 Acetato 2.69
qp (gBDO/L h) 0.03 Biomasa 5.24
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Tal como se esperaba de la etapa de crecimiento, la velocidad de crecimiento y el
rendimiento biomasa/sustrato se asemejan a los encontrados en los experimentos a 5% de
O.d. En la fase estacionaria se observa que la biomasa en los cultivos sometidos a estrés
térmico decrece (aproximadamente disminuye de 14 DO a 10 DO), mientras la del cultivo a
37 °C no sufre un cambio importante. Este fendmeno parece estar asociado a un efecto
sinérgico entre la baja transferencia de oxigeno (OTR=1.8 mmolO/L h) y la temperatura
elevada. Este comportamiento puede ser observado en todos los experimentos que
presentan estas condiciones, en contraste con los experimentos de altas tensiones de
oxigeno realizados en la seccién 8.5.2. Probablemente la prematura muerte celular en los
cultivos debe estar relacionada con la alta demanda energética que supone el estrés térmico
y la deficiente produccién energética relacionada a la limitacion de oxigeno. Estudios en £
coli han demostrado que el estrés térmico en la expresion de proteina recombinante
incrementa significativamente la demanda energética y que las células son capaces de
reajustar sus actividades metabdlicas para satisfacer este requerimiento energético, incluso
a costa de sus capacidades biosintéticas (Hoffmann, Weber, & Rinas, 2002).

En relacién con los perfiles de metabolitos de estos cultivos. Se encontré que cultivos sin
inducir Unicamente son capaces de producir bajas concentraciones de BDO (1 g/L) durante
la fase de crecimiento exponencial. Tanto la acumulacién de acetoina como de BDO se
detiene completamente una vez que inicia la limitacion de O, y comienza la etapa
estacionaria. Los otros productos de estos cultivos son piruvato (15 g/L) y acetato (2.5 g/L).
La mayor parte del carbono termina en forma de piruvato, lo cual es de esperarse puesto
que la cepa EMO1 carece de vias fermentativas y la via acetoina/BDO se encontraba poco
expresada. De tal forma que cuando se limito la transferencia de oxigeno el piruvato no tenia
otro destino, mas que acumularse o transformarse en acetil-CoA y mas tarde en acetato.

Es bien sabido que, durante la etapa de crecimiento exponencial, cuando ningun nutriente
es limitante, la sintesis de proteinas es mas activa (Laakso et al., 2011). Por ello esperabamos
que realizar la induccion antes de llegar a la fase estacionaria (inducida por la limitacion de
oxigeno) permitiria obtener una mayor cantidad de enzimas funcionales y por tanto que la
via metabdlica de sintesis de BDO fuera mas activa. De forma inesperada, encontramos que
realizar la induccion térmica antes de la limitacion de oxigeno empobrecié la produccion de
BDO y acetoina, acumulando apenas 1 g/L de cada uno. La causa de este efecto no es clara,
pero podria deberse a la inactivacion permanente de la enzima ALS ocasionada por altos
niveles de oxigeno (Dai et al., 2014) o por un efecto aditivo entre el estrés térmico y oxidativo
al que se someten las enzimas de la via cuando se utiliza esta estrategia de induccion.
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Figura 18. Efecto del momento de la induccion térmica en A) cinética de crecimiento y glucosa residual y B) produccion de
metabolitos en los cultivos de la cepa EM01/pAcycDuet_BDOBa. Fase de crecimiento a O,d= 5%, fase de limitacién de oxigeno de
produccion OTR= 1.8 mmolO,/L h (linea punteada azul) e induccién térmica a 41 °C (linea discontinua roja).
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La estrategia de implementar una etapa de crecimiento controlando el O,d=5%, seguido de
una etapa de produccién con una OTR=1.8 mmolO,/L y la posterior induccion térmica a 41
°C permiti6 mejorar el flujo de carbono desde glucosa a BDO. A pesar de Unicamente
conservar el 40% del rendimiento producto/biomasa, respecto al experimento en dos etapas
donde no se controlaba O.d durante la fase de crecimiento (tabla 7), con este sistema se
produjeron hasta 3.3 g/L de acetoina y 4 g/L de BDO con una productividad de 0.14 g/L h.
Es decir, el par acetoina/BDO incremento un 50% respecto a los experimentos evaluados
previamente (tabla 7 y 8). Los incrementos en la producciéon se deben a que, con esta
estrategia se establecen las condiciones de cultivo que favorecen individualmente cada
etapa del proceso. Con los experimentos realizados en la seccion 8.5.2 se determind que
controlar el oxigeno disuelto en valores >5%, parecian mantener un balance redox con una
relacién baja NADH/NAD* que permite generar biomasa y acetoina (justo lo que se observa
en la figura 18). Mientras que en la segunda etapa se implementan condiciones de limitacion
de oxigeno que al elevar la relacion NADH/NAD™* favorecen la produccion de BDO, una vez
mas comportandose tal como lo esperado.

Es importante mencionar que a pesar de que los cultivos se mantuvieron por 48 h la maxima
produccion de BDO se alcanzé a la hora 30 cuando la glucosa se agoto. Los titulos finales
de piruvato y acetato fueron 6 y 5 g/L respectivamente. A pesar de que existia una
considerable cantidad de piruvato que podria ser asimilado por la via de BDO, este fue
preferencialmente catalizado a acetato (como se ha discutido previamente esta puede ser
una estrategia para obtener ATP). Como en la etapa de produccion existia una limitacion de
oxigeno, la principal fuente de NADH era la glucolisis y el hecho de que justo cuando este
nutriente se termind también lo hizo la actividad de la via de acetoina/BDO, sugiere que la
asimilacion de piruvato por esta via podria estar limitada por la disponibilidad de NADH
(Yang et al.,, 2017).

A partir de estos resultados se propuso incrementar la transferencia de oxigeno en la etapa
de produccion. Esto con la finalidad de dirigir cierta cantidad del carbono que se acumulaba
en forma de piruvato hacia el TCA. De tal forma que se pudiera obtener el NADH necesario
para la sintesis de BDO y a la vez el ATP requerido para que la cepa pudiera resistir el estrés
térmico, evitando asi la sintesis de acético por la via ackA-pta.
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8.5.4 Estudio de transferencia de oxigeno en la fase de produccion de BDO

Esta etapa del proyecto se enfoco en tratar de disminuir la acumulacion de piruvato en la
etapa de produccion e incrementar su asimilacion a través de la via de sintesis de BDO. Para
que el piruvato pueda ser transformado a BDO requiere de la presencia de NADH. Este
cofactor se produce principalmente por la glucélisis y el ciclo de los acidos tricarboxilicos
durante la respiracion celular. El hecho de que la produccion de BDO se detenga, incluso en
presencia de piruvato, cuando la glucosa se agota indica que el factor limitante es el poder
reductor y no la fuente de carbono. También apunta a que el NADH que se consume para
la sintesis de BDO proviene mayoritariamente de la via glucolitica. Ademas, que el piruvato
sea convertido a acetato y no consumido por el TCA demuestra que la respiracion celular se
encuentra bastante suprimida (Hasan & Shimizu, 2008).

Tratando de resolver este dilema metabdlico, se implementaron diferentes niveles de
velocidad de transferencia de oxigeno, variando la velocidad de agitacion, en la etapa de
produccion de BDO. Para ello se hicieron cultivos en los que en la etapa de crecimiento el
oxigeno disuelto se mantuvo en 5%. La etapa de produccion se iniciaba a las 10 h, donde se
evaluaron agitaciones de 400, 600 y 800 rpm con un flujo de aire de 0.13 vvm, que
respectivamente proporcionaron OTR= 1.8, 8.2 y 11.8 mmolO,/L h. Dos horas después se
realizé el proceso de induccién térmica. Las cinéticas de cultivo se representan en la figura
19 mientras que los pardmetros de produccién se engloban en la tabla 11.

Tabla 11. Parametros cinéticos y estequiométricos de la cepa EM01/pAcycDuet_BDOBa en respuesta a diferentes
niveles de transferencias de oxigeno en la fase de produccién (OTR= 1.8, 8.2 y 11.8 mmolO,/L h).

Parametros Titulo (g/L)
400 rpm 0.13 vwm (OTR=1.8 mmolO_/L h)
W (h1) 0.55 BDO 4.45
YX/s (gDCW/gGlc) 0.25 Acetoina 3.53
Yp/s (gBDO/gGlc) 0.12 Piruvato 6.37
Yp/x (gBDO/gDCW) 0.69 Acetato 2.33
qp (gBDO/L h) 0.16 Biomasa 6.45
600 rpm 0.13 vwvm (OTR=8.2 mmolO,/L h)
W (h) 0.55 BDO 2.10
Yx/s (gDCW/gGlc) 0.29 Acetoina 2.17
Yp/s (gBDO/gGlc) 0.06 Piruvato >15
Yp/x (gBDO/gDCW) 0.33 Acetato 3.46
qp (gBDO/L h) 0.04 Biomasa 6.45
800 rpm 0.13 vvm (OTR=11.8 mmolO_/L h)
W (h) 0.55 BDO 1.21
Yx/s (gDCW/gGlc) 0.31 Acetoina 1.93
Yp/s (gBDO/gGlc) 0.04 Piruvato 9.14
Yp/x (gBDO/gDCW) 0.29 Acetato 2.62
qp (gBDO/L h) 0.04 Biomasa 5.59
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Figura 19. Efecto de diferentes niveles de transferencias de oxigeno en la fase de produccién en la cepa
EMO1/pAcycDuet_BDOBa. A) cinética de crecimiento y glucosa residual y B) produccion de metabolitos. Fase de crecimiento a
0.d= 5%, fase de produccion diferentes condiciones de transferencia de oxigeno: OTR= 1.8, 8.2 y 11.8 mmolOy/L h (linea
punteada azul), posterior induccion térmica a 41 °C (linea discontinua roja). ** El piruvato a altas concentraciones no pudo ser
cuantificado con exactitud. En las gréficas se conservan los datos para ilustrar la tendencia en la produccion de este metabolito.
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La etapa de crecimiento de los tres cultivos se comport6 de la forma esperada. No obstante,
la etapa de produccion se porté de forma diferente a lo propuesto: ya que mientras mayor
fue la transferencia de oxigeno, en esta etapa, menor fue la generacion de acetoina y
butanodiol. A una OTR=1.8 mmolO,/L h, condicion previamente utilizada, conservaron los
titulos de produccion con 4.5 g/L de BDO y 3.5 g/L de acetoina. La maxima concentracion
de BDO se alcanzo6 a la hora 20 cuando se terminé la glucosa. Al igual que la ocasion anterior
se acumularon piruvato (6 g/L) y acetato (2.33 g/L).

Cuando la transferencia de oxigeno de la etapa de produccion se mantuvo con una OTR=8.2
mmolO./L h la produccion de BDO decrecié un 50% y la de acetoina un 40%. Por otra parte,
cuando la OTR fue de OTR=11.8 mmolO,/L h la produccion disminuyd y tan solo se
obtuvieron 1.2 g/L de BDO y cerca de 2 g/L de acetoina. Incluso a condiciones de mayor
transferencia de oxigeno, contrario a lo esperado, en los cultivos de la cepa
EMO1/pAcycDuet_BDOBa se acumuld piruvato y acetato. Previamente Xu y colaboradores
realizaron un estudio de transferencia de oxigeno para una cepa de £ coli BL21,
transformada con un plasmido pet28 conteniendo el operén de BDO de £. c/oacae SDM bajo
el control de un promotor sintético predicho para este conjunto de genes. Con esta cepa se
estudiaron niveles de agitacion de 100 a 500 rpm y flujos de aireacion entre 0.5y 2 vvm en
fermenentadores de 1 L con 800 mL de medio. La transferencia de oxigeno proporcionada
a 400 rpm y 0.5 vwm permitié la produccién de acetoina y meso-BDO, obteniendo 0.20 y
21.77g/L respectivamente y una nula produccién de acetato (0.4 g/L), a partir de 51 g/L de
glucosa. Cabe mencionar que estos experimentos se realizaron en medio minimo M9
suplementado con extracto de levadura a 37°C (Xu et al., 2014). La transferencia de oxigeno
que se utilizd en ese estudio también fue limitante, sin embargo, los resultados obtenidos
difieren significativamente. Lo que permite deducir que la transferencia de oxigeno no era
el Unico causante de la incompleta canalizacién del carbono en la via de BDO. Si no que
otros factores génicos relacionados con el operdn utilizado, su estrategia de induccién, la
actividad de las enzimas e incluso fendmenos de regulacidon podrian estar involucrados.

El comportamiento observado en estos experimentos sugiere que la preferencia de la via
ackA-pta sobre el TCA podria obedecer mas bien a un fenomeno de regulacién y no, como
se pensaba, a una deficiencia en la transferencia de oxigeno. Ya que incluso incrementando
la transferencia de oxigeno en el medio no fue posible observar una mejora en la produccion
de BDO y/o acetoina, por el contrario, se ve un efecto negativo en la actividad de la via. Un
estudio previo demostré que un efecto indirecto de la induccidn térmica, en cultivos de £
coli para produccion de proteinas recombinantes, eran fenédmenos de regulacion negativa
sobre el TCA a cargo del regulador arcAy cuyo efecto principal era la produccion de acetato.
Al evaluar la mutante AarcA encontraron que la actividad del TCA se recuperaba vy la
velocidad especifica de produccion de acético disminuia un 50% (Hasan & Shimizu, 2008).
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Para evaluar si este fendmeno pudiera estar sucediendo en los experimentos reportados con
la cepa EM01/pAcycDuet_BDOBa (figura 26), se gener6 la mutante EMO1AarcAy se evalud
en cultivos de produccién de BDO (ver seccién 8.5.6). Adicionalmente, como la condicién
que mas favorecié la sintesis de BDO fue cuando la etapa de produccién se mantuvo con
una OTR= 1.8 mmolO,/L h se decidié hacer un duplicado adicional con estas condiciones.
Los resultados se resumen en la figura 20. Se presentan las cinéticas de forma independiente
porque, a pesar de haberse realizado bajo las mismas condiciones de cultivo, el
comportamiento cinético presenta las mismas tendencias, pero con diferentes magnitudes
y desplazados en él tiempo.
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Figura 20. Cinéticas de crecimiento y glucosa residual y B) produccion de metabolitos de la cepa EMO1/pAcycDuet_BDOBa. Fase
de crecimiento a O2d= 5%, fase de produccién una OTR= 1.8mmolO,/L h (linea punteada azul), posterior induccion térmica a 41
°C (linea discontinua roja).
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Esta diferencia es ocasionada durante la etapa de crecimiento, donde a pesar de que cada
unidad de fermentacién controlé el oxigeno disuelto al 5%, debido a lo dindmico que resulta
el crecimiento exponencial y la necesidad de adicionar antiespumante, el control de este
nutriente no se pudo realizar con una gran precision. Estas ligeras diferencias en la
transferencia de oxigeno durante la etapa de crecimiento, ocasiond que la biomasa maxima
alcanzada en cada cultivo fuera diferente. Por ejemplo, en este duplicado las biomasas
maximas alcanzadas fueron 6 y 5.16 g/L. En consecuencia, tal como se puede observar en la
figura 27, es evidente que a mayor biomasa la velocidad de consumo de glucosa, como la
velocidad de produccion de acetoina-BDO es mayor. Ademas, como hemos discutido
previamente al agotarse la fuente de carbono es posible observar cambios importantes en
los perfiles metabodlicos y en este caso estos cambios se desplazan ligeramente en el tiempo.

Sin embargo, debe considerarse que el comportamiento general del proceso es bastante
similar lo que demuestra la reproducibilidad experimental. Una muestra de esto es que en
cada grupo de experimentos se ha repetido el cultivo en dos etapas: etapa de crecimiento
al 5% de O,d, etapa de produccion OTR= 1.8 mmolO,/L h y posterior induccion térmica. En
total se tienen 2 réplicas independientes y un duplicado que al promediarlos y calcular
desviaciones estandar podemos observar que los parametros cinéticos se reproducen con
bajos niveles de error. Sin embargo, la produccién de acidos organicos si llega a presentar
diferencias importantes, aunque esto se debe a que durante las Ultimas etapas de los cultivos
el piruvato se convierte en acetato, solo que en las réplicas esto sucede a diferentes
velocidades. Estos resultados se presentan en la tabla 12.

Tabla 12. Pardmetros cinéticos y estequiométricos de cuatro réplicas del cultivo de la cepa

EMO01/pAcycDuet_BDOBa. Fase de crecimiento a O.d= 5%, fase de produccién a una OTR= 1.8 mmolO/L h
posterior induccién térmica a 41 °C.

Parametros Titulo (g/L)

K (h?) 0.54 + 0.01 BDO 4.8+0.46
Yx/s (gDCW/gGlc) 0.27 £ 0.02 Acetoina 4.3+0.52
Yp/s (gBDO/gGlc) 0.11 + 0.02 Piruvato* 3.14+3.14
Yp/x (gBDO/gDCW) 0.79 + 0.13 Acetato* 3.25+1.5
gp (gBDO/L h) 0.12 + 0.02 Biomasa 5.96+0.49

Recapitulando los experimentos realizados hasta este punto de la investigacion, habiamos
logrado entender que la transferencia de oxigeno en los cultivos es crucial para el buen
funcionamiento de la via de produccién de BDO. En esta tesis se estudié un amplio rango
de niveles de transferencia de oxigeno. Desde bajas OTR= 1.8 mmolO,/L h hasta elevadas
tensiones de oxigeno disuelto (0.d>5%), para cultivos en dos etapas. Se establecié una
condicion de O,d=5% para la etapa de crecimiento y se evaluaron diferentes OTR= 1.8, 8.2
y 11.8 mmolO2/L h para la etapa de produccion. En la figura 21, se resume el efecto de estas
condiciones de transferencia de oxigeno respecto a la produccion de acetoina y BDO.
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Analizando el grafico de la condicidon de menor a mayor transferencia de oxigeno. Se observa
que el perfil de la proporcion del par acetoina-BDO cambia drasticamente. Cuando la OTR=
1.8 mmolO,/L h se mantuvo todo el cultivo se produjeron 2.19 g/L del par acetoina-BDO, del
cual el 80% fue BDO. Cuando se utilizo O.d=5% para el crecimiento y una OTR= 1.8
mmolO,/L h para la produccién, se obtuvieron 9 g/L del par acetoina-BDO y en esta ocasion
el BDO solo representod el 55%. Al seguir incrementando la transferencia de oxigeno en la
etapa de produccidn, se tuvo que para una OTR= 8.2 mmolO,/L h la produccién del par se
redujo a 4.3 g/L y ambos compuestos se encontraron en la misma proporcién. Cuando la
etapa de produccion se utilizé una OTR= 11.8 mmolO./L h, la produccion del conjunto
acetoina-BDO decreci6 a 3.14 g/L y la produccién de acetoina se favorecio representando
el60%. Finalmente, cuando ambas etapas del cultivo se mantuvieron a 0,d>5%, la
produccion de ambas moléculas fue de 5 g/L de los cuales el 90% fue acetoina.

10 -

Acetoina

Il sBDO
I BDO-Acetoina

g/L

= Condicién de transferencia o tensiéon de oxigeno +

-

Figura 21. Efecto de la transferencia de oxigeno en la produccion y proporcién de acetoina y BDO.

Estos resultados permitieron concluir con los estudios de transferencia de oxigeno. Puesto
que, dentro de las condiciones exploradas, la que maximizé la produccion del par acetoina-
BDO con una proporcién mayor de este Ultimo compuesto y ofrece el mejor rendimiento
producto/biomasa fue el cultivo en dos etapas: crecimiento a O,d=5% y produccion a una
OTR= 1.8 mmolOy/L h. También permiti6 comprender el efecto entre la transferencia
oxigeno y el funcionamiento de la via. Al disminuir la transferencia se puede favorecer la
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proporcion de BDO y al incrementar la transferencia la proporcion del BDO disminuye hasta
que el principal producto es la acetoina. De acuerdo con lo observado quedd claro que para
incrementar la produccién de par acetoina-BDO deberiamos utilizar el conocimiento del
efecto de la transferencia de oxigeno y complementarlo con otras estrategias de cultivo o
de ingenieria metabdlica.

En este sentido, previamente se habia observado que el agotamiento de la glucosa afecto
de forma importante el metabolismo celular y por tanto la produccién del par acetoina-BDO.
Por lo que se procedié a explorar el efecto de la concentracion de glucosa sobre esta via. Se
decidié utilizar una estrategia de cultivo lote alimentado para mantener un suministro
constante de glucosa, y de cierta forma de NADH, con la finalidad de que la produccién de
BDO se mantuviera activa y evitar la acumulacién de piruvato y su futura conversion a
acetato.

8.5.5 Cultivos alimentados y su efecto en la produccién de BDO

Para realizar los cultivos alimentados se utilizo la estrategia de cultivo en dos etapas que
mejores resultados habia dado. Se mantuvo 5% de O,d durante las primeras 10 h para
después disminuir la transferencia de oxigeno a una OTR= 1.8 mmolO,/L h (aireacién de
0.13 vwvm de aireacién y 400 rpm de agitacion). El cambio de temperatura a 41 °C se realizé
dos horas después y la alimentacion de glucosa se inici6 a las 18 h cuando la glucosa inicial
se agotd del medio de cultivo. Se decidio que la velocidad de alimentacion igualaria la
velocidad de sintesis de BDO obtenida previamente en condiciones similares. De forma que
la concentracion de glucosa en el medio deberia mantenerse en cero. Se propuso que la
glucosa consumida seria utilizada Unicamente por la via de sintesis de BDO.

La velocidad de alimentacion se determiné a partir de los datos de las cinéticas de la figura
27. Se calculé la velocidad especifica de produccién de BDO de la cepa EMO1. El valor
determinado fue 0.9 mmol de BDO/ h gDCW, haciendo una relacion equimolar y
considerando la biomasa promedio alcanzada en los cultivos (5 g/L), el flujo volumétrico de
glucosa calculado fue de 0.7 g de glucosa/h. Para ello, los cultivos fueron alimentados con
glucosa a 200 g/L a una velocidad de 0.06 mL/min. Esta estrategia de cultivo alimentado
deberia permitir mantener la sintesis de BDO y evitar el sobre flujo de la via glucolitica
(acumulacion de piruvato). En la figura 22 y tabla 14, podemos observar las cinéticas de
crecimiento y produccion de metabolitos asociada con esta estrategia de cultivo.
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Figura 22. Duplicado de la cinética de crecimiento, glucosa residual y produccion de metabolitos del cultivo alimentado
de la cepa EM01/pAcycDuet_BDOBa. Fase de crecimiento a O,d= 5%, fase de produccién OTR= 1.8 mmolO,/L h (linea
punteada azul) posterior induccion térmica a 41 °C (linea discontinua roja). Alimentacién a 0.06 mL/min con glucosa a 200

g/L durante el periodo 18 h a 36 h (lineas punteadas verdes).

Estos cultivos se iniciaron con aproximadamente 35 g/L de glucosa los cuales fueron
consumidos en las primeras 14 h. En las 4 horas posteriores es posible observar que las
células consumieron parte del piruvato que habian acumulado. A las 18 h se inici6 la
alimentacion de glucosa y esta se detuvo a las 36 h. En total se alimentaron 12.6 g de glucosa,
lo que significa una concentracion total de glucosa de 52 g/L. Tal como se esperaba durante
la mayor parte del periodo de alimentacién la concentracién de glucosa en el medio de
cultivo se mantuvo en 0. Es también durante esta etapa donde se produce practicamente
todo el BDO obtenido (aproximadamente 3.5 g/L) a una velocidad constante, de igual forma
una gran cantidad de acetoina (entre 10y 12 g/L) es acumulada. Sin embargo, contrario a lo
esperado también se producen cantidades importantes de piruvato (entre 8 y 10 g/L) y
acetato (entre 3 y 4 g/L). Cuando la alimentacion de glucosa se detiene también lo hace la
produccion de BDO. En este punto es cuando el piruvato acumulado comienza a ser
reasimilado por las células y este es principalmente transformado a acético alcanzando
titulos finales entre 5y 8 g/L.
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Tabla 13. Pardmetros cinéticos y estequiométricos del cultivo alimentado (0.7 g Glc/h) de la cepa
EMO1/pAcycDuet_BDOBa. Fase de crecimiento a O2d= 5%, fase de produccién a OTR= 1.8 mmolO,/L h posterior
induccién térmica a 41 °C.

Parametros Titulo (g/L)

|
W (h) 0.55 BDO 3.23
Yx/s (gDCW/gGlc) 0.27 Acetoina 12.67
Yp/s (gBDO/gGlc) 0.18 Piruvato 0
Yp/X (gBDO/gDCW) 0.46 Acetato 8.16
qp (gBDO/L h) 0.07 Biomasa 6.50
11
K (h1) 0.50 BDO 4.07
Yx/s (gDCW/gGlc) 0.20 Acetoina 9.78
Yp/s (gBDO/gGlc) 0.18 Piruvato 7.07
Yp/X (gBDO/gDCW) 0.82 Acetato 5.04
qp (gBDO/L h) 0.08 Biomasa 4.68

Es importante remarcar que en las réplicas el comportamiento difiere un poco en esta etapa,
puesto que en la réplica I parte del piruvato es destinado a la produccion de acetoina,
mientras que en la réplica Il este llega a ser transformado a BDO. Otra diferencia importante
es la velocidad a la que se reasimila el piruvato. En la réplica I el piruvato es consumido en
su totalidad para las 52 h mientras que en la réplica Il menos del 50% fue consumido en ese
mismo periodo. Esta diferencia se debe principalmente a que en la réplicaIla biomasa es un
30% mayor, lo que implica mayores velocidades de consumo y produccién de metabolitos.

A pesar de que aun se producen significativas cantidades de acetato, esta estrategia de
cultivo permitié producir titulos significativos de BDO y acetoina. Entre los dos representan
cerca del 60% del carbono empleado como sustrato en este cultivo. Sin embargo, cabe
mencionar que el producto mayoritario fue la acetoina y no el BDO. Esto sugiere que una
limitante principal en la produccion de BDO esta dada por la reduccion de la acetoina. La
cuestion entonces recae en el origen de la deficiencia de esta reaccion. Existen dos
posibilidades: una baja actividad de la enzima butanodiol deshidrogenasa o un deficiente
suministro del cofactor NADH. Para poder responder a esta pregunta se realizaron ensayos
de actividad enzimatica de la enzima BDH. Adicionalmente, para comprender con mayor
detalle esta via metabdlica, se caracterizd la actividad enzimatica de las dos primeras
reacciones de la via catalizadas por ALS y ALD en las diferentes etapas del cultivo. Los
resultados de estos ensayos se resumen en la figura 23.
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Actividad enzim atica ALS-ALD Actividad enzim atica BDH

10 h antes de limitar O2

2 h después de limitar O2 I -l
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Figura 23. Actividad enzimatica en las diferentes etapas del cultivo alimentado de la cepa EM01/pAcycDuet_BDOBa.

El ensayo de actividad ALS-ALD se realiz6 de forma conjunta, de tal forma que el producto
que se cuantifico fue la acetoina. Se hizo un balance de materia cuantificando el piruvato
residual del ensayo de actividad y sé encontré que practicamente todo el piruvato
consumido (de 7.67 mmoles) en la reacciéon fue transformado a acetoina (3.37 mmoles) en
un periodo de 1 h. Esto indica que la catalisis de ALS (piruvato a acetolactato) no es un paso
limitante para la reaccion catalizada por ALD (acetolactato a acetoina).

A las primeras 10 h de cultivo, cuando él O.d era 5%, la actividad de este par de enzimas era
aproximadamente 50 U/mg y no se observé ningdn cambio cuando la transferencia de O»
se limité (OTR= 1.8 mmolO./L h). Después de realizar el proceso de induccién térmica la
actividad se duplicd alcanzando valores cercanos a 100 U/mg, lo cual era de esperarse al
existir mayores niveles de transcripcién de la via. Al final del cultivo (hora 52) la actividad se
encontro en niveles cercanos a 150 U/mg, tres veces la actividad inicial. Este incremento se
debe a la acumulacion de las enzimas de esta via durante el cultivo. Es de esperarse que, en
tiempos avanzados de cultivo, un mayor porcentaje de las proteinas presentes en el extracto
celular corresponda con las enzimas que se estan sobre expresando.

En general la actividad de estas enzimas se encontré en un rango de 50 a 150 U/mg. Un
estudio previo reportd la actividad de estas enzimas provenientes de B. /icheniformis con
valores entre 700 y 3000 U/mg (Xu et al., 2014). Aunque no se puede hacer una comparacién
estricta, ya que los experimentos fueron completamente diferentes (temperatura,
promotores y numero de copia de los vectores), la actividad obtenida en esta tesis se
encuentra comparable con la reportada previamente. Estos valores de actividad junto con
los titulos de produccién de acetoina alcanzados, sugieren que las primeras dos reacciones
de la via no son un paso limitante en la formacién de BDO. Por el contrario, en el ultimo
paso de la via, ensayos de BDH indican que la actividad encontrada esta en un rango de
0.0007 a 0.003 U/mg, mientras que la reportada por Xu y colaboradores para esa misma
enzima proveniente del mismo organismo es de 0.75 U/mg, lo que implica de dos a tres
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ordenes de magnitud de diferencia. Esto explica los bajos niveles de BDO obtenidos, incluso
cuando se generd una gran cantidad de acetoina.

La enzima BDH a la hora 10 se encontré activa con una actividad 0.03 U/mg. Sin embargo,
en la cinética de produccién de metabolitos podemos observar que en ese tiempo no hay
produccion de BDO. Esto puede deberse a que, aunque la enzima esta activa, el hecho de
que el O.d sea 5% favorece que la reaccion se encuentre desplazada a la formacion de
acetoina (Celinska & Grajek, 2009). La cual, como se observa en la figura 30, si se produce
en ese momento del cultivo. Contrario a lo esperado, al limitar la transferencia de oxigeno
(OTR= 1.8 mmolO,/L h) en el cultivo la actividad de esta enzima disminuye 5 veces. Al
momento de realizar la induccion térmica no se observd ningin cambio en la actividad,
cuando se esperaba que esta incrementara al haber mayor expresién de la via. Esto puede
deberse al efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima. Previamente se realizd
una caracterizacion de la preferencia en el sentido de la reaccion de BDH proveniente de B.
subtillis. Encontraron que a pH=6 (el mismo utilizado en este estudio) la actividad de BDH
se favorecio ligeramente en el sentido de la reduccién de acetoina a BDO. Por el contrario,
cuando la temperatura era cercana a41 °C la actividad de BDH se inclinaba mayoritariamente
en el sentido de la oxidacién de BDO a acetoina (Zhang et al., 2014).

En conjunto los datos provenientes del cultivo alimentado y los ensayos de actividad
enzimatica apuntan que la deficiente produccion de BDO se encuentra limitada por el Ultimo
paso de la via de sintesis, es decir la reduccion de acetoina. También se puede concluir que
el problema es causado por la pobre actividad de la enzima BDH (al menos en el sentido de
la reduccién) la cual es varios ordenes de magnitud inferior a la reportada previamente y
cuatro 6rdenes de magnitud menor al valor encontrado para la actividad conjunta de ALS-
ALD encontrada en este trabajo. Una posible solucién a esta baja actividad seria cambiar el
gen utilizado en este proyecto por otro que permitiera tener mayores niveles de actividad
(en el sentido de la reduccion a 41 °C) o introducir otro promotor T7 exclusivo para la
expresion de este gen. Esta Ultima estrategia se implementd previamente triplicando la
actividad de BDH lo que se vio reflejado un incremento del 20% en la proporcion
BDO/acetoina (Tong et al,, 2016). Otra alternativa seria incrementar la sobrexpresion de este
gen utilizando un vector de alto nimero de copia.

A pesar de que existen diferentes genes de BDH con alta actividad enzimatica, como los
provenientes de K. pneumoniae y E. cloacae (Xu et al., 2014) debe tomarse en consideracion
que cambiar el gen BDH esta restringido por su estereoespecificidad, el utilizado en este
trabajo de B. subtilis ha sido el mas utilizado en la literatura para la produccién de (RR)-2,3-
BDO. Y con este gen se han obtenido titulos de produccién muy variados desde 5 g/L (Yan
et al.,, 2009), como es nuestro caso, hasta titulos de 115 g/L en cultivos alimentados (Ji et al,,
2015).Estas grandes diferencias en los niveles de produccion probablemente se deben al
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fondo genético de las cepas utilizadas, sistema de expresion de los genes y estrategias de
cultivo.

Aun sabiendo que la actividad de BDH estaba limitando la produccién de BDO, la
acumulacion de piruvato y su posterior transformacién a acetato (una vez que se agoto la
glucosa) requeria de un analisis. Incluso controlando la velocidad de alimentacion de glucosa
durante la fase de limitacion de oxigeno y de induccion del sistema por incremento de la
temperatura, el piruvato acumulado era metabolizado a acetato. Tal como previamente se
discutio, una de las posibles causas podia ser fendbmenos de regulacion. Para explorar esta
hipotesis se procedid a construir y evaluar la cepa EM01AarcA/pAcycDuetBDOBa.
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8.5.6 Efecto de la eliminacion del gen arcA en la produccién de BDO con la cepa

EMO01

El sistema de dos componentes ArcAB funciona como un mecanismo de regulacidon en
respuesta al estado respiratorio o fermentativo de las células. La capacidad para unirse al
DNA de ArcA es regulada por fosforilacién mediante ArcB. A su vez, la actividad quinasa de
ArcB se gobierna por el estado redox celular que depende de las pozas de quinonas que se
encuentran ligadas a la relacion de NADH/NAD+. En la ausencia de oxigeno se favorece la
proporcién de quinonas oxidadas lo que estimula la actividad quinasa de ArcB que activa a
ArcA mediante transfosforilacion (Park et al., 2013). ArcA tiene la capacidad disminuir la
expresion de varios genes como acnB, icdA, sucA, fumA por lo que la actividad del TCA se
ve disminuida e incrementa la expresion de arcA por lo que se incrementa la produccion de
acetato (Hasan & Shimizu, 2008). En este proyecto se tenia la hipotesis de que el regulador
ArcA esta atenuando la actividad del TCA y por ello se acumulan considerables cantidades
de piruvato que posteriormente terminan como acetato, para tratar de solucionar este cuello
de botella se decidi6 eliminar el gen arcA.

La eliminacion del gen arcA se realizdé mediante un proceso de transduccion con el fago P1
a partir de una cepa mutante proveniente del banco de Keio (Baba et al.,, 2006). La cepa
resultante se comprobd mediante PCR a partir de DNA cromosomal. Para ello se utilizaron
los cebadores F_cmp_arcA y R_cmp_arcA. La cepa mutante se transformo con el plasmido
pAcycDuet_BDOBa. La cepa resultante (EMO1AarcA/pAcycDuet BDOBa) fue utilizada en
cultivo en dos etapas. En la primera etapa se mantuvo una concentracion de O,d del 5%. A
la hora 10 se cambi¢ la transferencia de oxigeno OTR= 1.8 mmolO,/L h y dos horas mas
tarde se cambio la temperatura del cultivo a 41 °C. La cinética de cultivo se siguio hasta la
hora 48. Los resultados se presentan en la figura 24 y la tabla 15.

En estos cultivos se observa un comportamiento muy similar al de la cepa EMO1. No se
observo diferencia en la velocidad especifica de crecimiento ni en los niveles de produccion
de acetoina (entre 5y 6 g/L) y BDO (entre 3 y 4 g/L). Pero si se observd un incremento en la
velocidad de consumo de la fuente de carbono. La glucosa (50 g/L) se consumié
completamente entre la hora 20 y 28. En este momento se observé una maxima acumulacién
de piruvato (10 g/L). En las horas siguientes, este metabolito fue consumido y principalmente
transformado a acetato, alcanzando titulos entre 4y 5 g/L.
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Figura 24. Duplicado del cultivo de la cepa EMO1AarcA/pAcycDuet_BDOBa con la estrategia de cultivo desarrollada. Fase
de crecimiento a O.d= 5%, fase de produccion a una OTR= 1.8 mmolO,/L h (linea punteada azul), posterior induccién
térmica a 41 °C (linea discontinua roja).

Tabla 14. Parametros cinéticos y estequiométricos de la cepa EM0O1AarcA/pAcycDuet_BDOBa con la estrategia
de cultivo desarrollada. Fase de crecimiento a O,d= 5%, fase de produccién a una OTR= 1.8 mmolO,/L h posterior
induccién térmica a 41 °C

Parametros Titulo (g/L)

|
u(h?) 0.52 BDO 4.09
Yx/s (gDCW/gGlc) 0.32 Acetoina 5.37
Yp/s (gBDO/gGlc) 0.12 Piruvato 0.00
Yp/x (gBDO/gDCW) 0.55 Acetato 4.09
gp (gBDO/L h) 0.08 Biomasa 6.27
1
u (h?) 0.52 BDO 3.18
Yx/s (gDCW/gGlc) 0.32 Acetoina 6.74
Yp/s (gBDO/gGlc) 0.12 Piruvato 0.00
Yp/x (gBDO/gDCW) 0.55 Acetato 4.96
gp (gBDO/L h) 0.07 Biomasa 5.84
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El comportamiento observado en estos cultivos no fue como el reportado previamente por
Hasan y Shimizu en 2008. Se esperaba que la produccidon de acetato disminuyera
significativamente. De tal forma que una mayor cantidad del carbono reasimilado en forma
de piruvato fuera destinado a la via de sintesis de BDO. Sin embargo, ninguno de estos
fendbmenos pudo ser observado en las condiciones de operacién evaluadas. Una posibilidad
es que este fendmeno este limitado por la transferencia de oxigeno empleada en la etapa
de produccién y por la generaciéon de NADH en el catabolismo del piruvato reasimilado. Se
debe mencionar que en este proyecto se estudiaron diferentes niveles de transferencia de
oxigeno en la etapa de produccion utilizando la cepa EMO1,pAcycDuet_BDOBa y no se
observo ninguln efecto positivo en la actividad de la via de BDO. Esto se atribuy6 al efecto
regulador ejercido por arcA. En consecuencia, existe la posibilidad de que, al realizar
nuevamente estos estudios, pero utilizando la cepa EMO1AarcA/pAcycDuet BDOBa, se
encuentre una condicion diferente de transferencia de oxigeno que favorezca la actividad
de la via de BDO.
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8.5.7 Resumen: Estrategias de ingenieria metabolica y de cultivo para la

producciéon de butanodiol

A lo largo de este estudio se estudiaron diferentes estrategias de ingenieria metabdlica y de
cultivo y su efecto en el metabolismo de la via de sintesis de butanodiol. En la figura 25 se
hace una comparacion del carbono destinado a la via de BDO y su distribucion, de acuerdo
con cada estrategia implementada con la cepa EM01/pAcycDuet_BDOBa.

Distribucion del carbono destinado a la via de BDO
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Figura 25. Distribucién del carbono destinado a la via de BDO bajo diferentes estrategias de ingenieria metabdlica y de
cultivo.

Desde el punto de vista de transferencia de oxigeno es evidente que una excesiva como una
deficiente transferencia de oxigeno conlleva a una baja actividad de esta via metabdlica. En
el caso de bajas transferencias de oxigeno, menos del 12 % del carbono es destinado a la
via y este principalmente se encuentra en forma de BDO. Cuando la transferencia de oxigeno
es elevada el 22 % del carbono se dirige a la via de interés, pero contrario al caso anterior el
producto mayoritario es acetoina. También se debe tener en consideracion que a bajas
transferencias de oxigeno (OTR= 1.8 mmolO_/L h) el crecimiento se ve limitado y se genera
poca biomasa, por el contrario, altas tensiones de oxigeno disuelto (O.d>5%) conllevan
principalmente a la produccion de biomasa.
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Como respuesta a esta divergencia metabolica se implementaron cultivos en dos etapas. En
la primera etapa del cultivo se utilizaron altas tensiones de oxigeno (0.d=5%) con la
finalidad de generar biomasa mientras que en la segunda parte se implemento limitacion
en la velocidad de transferencia de oxigeno (OTR= 1.8 mmolO,/L h) para favorecer la sintesis
de BDO. La induccion térmica a 41 °C se realizd en la segunda etapa del cultivo. Con esta
estrategia cerca del 45% del carbono se destind a la via de interés y se produjeron cantidades
iguales de acetoina y BDO. Al evaluar la misma estrategia de cultivo, pero con la cepa
EMO1AarcA se obtienen resultados similares. También se observa que utilizando la cepa
EMO1/pAcycDuet_BDOBa e implementando la estrategia de cultivo en dos etapas, pero sin
realizar la induccién térmica, solo el 12 % del carbono se destina a la via conservando la
misma proporcioén acetoina/BDO.

Finalmente, efectuando wuna estrategia de cultivo alimentado con la cepa
EMO1/pAcycDuet_BDOBa se logré dirigir cerca del 60% del carbono a la via metabdlica del
butanodiol. No obstante, Gnicamente la tercera parte de este carbono se encontré en forma
de BDO mientras que el resto estaba presente como acetoina. Ensayos de actividad
enzimatica demostraron que la causa de este fendmeno es una baja actividad de la enzima
BDH en varios ordenes de magnitud inferior a lo reportado previamente (Ji et al., 2015; Xu
et al., 2014).

Después de evaluar las estrategias que se implementaron en este estudio y los reportes
existentes en la literatura, es evidente que la produccion de BDO siempre estara
acompafiada de una intrinseca produccién de acetoina, esto debido a que la actividad de
BDH es reversible y aparentemente sigue un equilibrio entre ambos metabolitos (Yang et al.,
2017). Por ello es importante estudiar esta via desde un punto de vista donde tanto la
acetoina como el BDO son los productos. Desde esta perspectiva, en este estudio
conseguimos dirigir cerca del 60% del carbono a la via metabdlica acetoina/BDO. El resto
del carbono, que no fue posible dirigir hacia la via de interés, se encuentra en forma de
piruvato y acetato. Futuras estrategias, principalmente de ingenieria metabdlica, se pueden
implementar para canalizar este carbono a la via sintética y mejorar el sistema de produccion
de acetoina/BDO.
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IX.

Conclusiones

Mediante ingenieria metabdlica se construyd una cepa de £ coli capaz de producir
acetoina y butanodiol, utilizando glucosa como fuente de carbono, con un
rendimiento del 60% del maximo teodrico. Para lograrlo se utilizd un operén sintético
con los genes (alsS, alsD y bdhA) provientes del género Bacillus cuya expresion se
reguld mediante un sistema de induccion térmico e implementd una estrategia de
cultivo en dos etapas. Cabe mencionar que el operdn se encuentra bajo el control de
dos promotores de diferente fuerza (lac y T7), que son controlados bajo diferentes
sistemas de induccion, lo que da versatilidad al sistema de expresion.

Se desarrollé un novedoso sistema de expresion inducible por temperatura. Para ello
se integr6 el gen de la RNA polimerasa T7 en el cromosoma de la cepa AV11,
obteniendo asi la cepa EMO1. La integracidn se realizé en el locus HtpG que es
dependiente del factor transcripcional 632. El sistema fue evaluado y se determiné
que posee una baja expresion basal a 37 °C y permite una sobreexpresion cuando la
temperatura se eleva a 41 °C.

Se estudiaron diferentes transferencias de oxigeno, estrategias de cultivo y de
induccidén. Se determin6 que implementar cultivos en dos etapas que favorecieran
distintos estados redox de la célula permitirian controlar el flujo de carbono entre la
generacion de biomasa y la via metabdlica acetoina/BDO. La primera etapa se
caracteriz6 por una alta disponibilidad de oxigeno (5%0.d) que propicio el
crecimiento celular y en la segunda etapa se limitd el oxigeno (OTR=1.8 mmolO,/L
h) para impulsar la actividad de la via de interés. También se establecid que la
segunda etapa era el mejor momento para realizar la induccién térmica a 41°C.

Se descubrio que la disponibilidad de oxigeno en el cultivo tiene un efecto directo
en el titulo volumétrico, asi como en la proporcion en la que se producen el par
acetoina-BDO. Este fendmeno obedece al balance redox intracelular. Altas
transferencias de oxigeno (baja relacion NADH/NAD™) llevan a la produccion de
acetoina, en contraste, condiciones de limitacion de oxigeno (elevada relacion
NADH/NAD®) favorecen la produccién de BDO. Adicionalmente, el control de la
disponibilidad de la glucosa mediante cultivos alimentados permitié dirigir el flujo
de carbono hacia la via de acetoina-BDO y disminuir la produccién de acidos
organicos.
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5.

6.

A lo largo de los estudios, se revelaron algunos efectos negativos relacionados con
el sistema de inducciéon térmico. Al utilizar una temperatura de 41°C la respuesta a
estrés térmico incrementa la demanda energética celular (ATP) e indirectamente
parece desencadenar una serie eventos de regulacién que conllevan a la
acumulacion de piruvato y acetato. Ademas, se sospecha que la actividad de BDH a
esta temperatura se ve favorecida en el sentido de la oxidacion de butanodiol a
acetoina.

Al implementar el operdn sintético, el sistema de induccién térmico y las estrategias
de cultivo desarrolladas en esta tesis. Se obtuvo un proceso donde £ coli es capaz
de producir 2R3R-butanodiol bajo el control de la temperatura. La cepa
EMO1/pAcycDuet_BDOBa, en cultivo lote es capaz de producir hasta 4.8 g/L de
butanodiol y 4.3 g/L de acetoina, entre ambos metabolitos representan un
rendimiento del 45% respecto al maximo teorico. La produccion de estos metabolitos
se incrementd al implementar cultivos alimentados. Obteniéndose titulos de 3.7 g/L
de butanodiol y 11.2 g/L de acetoina, representando entre ambos un rendimiento de
60% del maximo tedrico. Ensayos de actividad enzimatica sugieren que la preferente
acumulacion de acetoina sobre BDO (3 veces mas), en los cultivos alimentados, se
debe a una deficiente actividad (al menos en el sentido de la reduccién de acetoina
a BDO) de la enzima BDH.
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X.

Perspectivas

A pesar de que el sistema de induccion térmica fue evaluado mediante la produccion
de GFP y demostro funcionar adecuadamente. Es necesario realizar una caracterizacion
molecular mas detallada. Se sugiere realizar estudios que impliquen la medicion de
transcritos, proteinas y de actividad. En diferentes tiempos, temperaturas y gradientes
de induccién. Asi como en plasmidos de alto y bajo nimero de copia. Lo anterior con
la finalidad de describir detalladamente el sistema de induccion y poder explotarlo al
maximo de acuerdo con las necesidades y caracteristicas de los procesos que se deseen
desarrollar en el futuro.

Existen diferentes estrategias metabodlicas que pueden ser implementadas para
mejorar la actividad de la via metabdlica acetoina/BDO. Mediante ensayos de actividad
enzimatica se demostrd que el paso limitante de la via era la deficiente conversion de
acetoina a BDO. Para incrementar el titulo de BDO sobre acetoina se propone evaluar
otros genes que codifiquen para la enzima BDH o subclonar el operén sintético en un
vector de alto nUmero de copia como lo es el plasmido petDuet.

Otro de los grandes retos para optimizar el proceso desarrollado en este trabajo, es
controlar el flujo de la via glucolitica para evitar la acumulacién de piruvato (que
termina indeseablemente transformandose a acetato) e intentar canalizar la mayor
parte del carbono disponible en la via acetoina/BDO. En este sentido se recomienda,
hacer ingenieria metabdlica en los transportadores de glucosa para disminuir la
velocidad de consumo y por tanto el sobreflujo de esta via. La contra parte de esta
estrategia seria el efecto negativo que tendria en la velocidad especifica de crecimiento.
Por lo que se propone implementar, mediante el sistema de induccion térmico, la
expresion de RNAs antisentido al trasportador principal de glucosa. De tal forma que
no se afecte la velocidad de consumo durante la fase de crecimiento, pero que el
importe de glucosa decremente durante la etapa de produccion de BDO.

Siguiendo esta misma linea, una opcidon prometedora seria realizar estudios de
transferencia de oxigeno en la etapa de produccibn con la cepa
EMO1AarcA/pAcycDuet BDOBa. Probablemente con la transferencia de oxigeno
adecuada en ese fondo genético, la reasimilacion de piruvato pueda ser canalizada a
la via metabdlica acetoina/BDO.
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Apéndice 1. Protocolos de PCR

Protocolo CPEC para la construccion del vector pCas_Cm

Se linealizd el vector pCas mediante un protocolo de PCR con los cebadores pCasL_F y pCas.
El producto se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. La banda que correspondio
a un fragmento de 12,000 pb fue cortada y purificada mediante Thermo® GenelET Gel
Extraction Kit. El inserto (gen de resistencia a cloranfenicol) fue amplificado por PCR a partir
del vector pKD3 utilizando los cebadores Cat_F y Cat_R. El producto se separé y purifico de
la misma forma que el vector linealizado. Con los fragmentos purificados se siguié el
protocolo que se describe a continuacion.

Reactivo Cantidad Temp()oeé:r;\tura Tiempo (s) Ciclos
‘ Vec.tor 500 ng Desna‘tu‘re‘alizacién 98 30 1
linealizado inicial
2X moles
Inserto vector Desnaturalizacion 98 20 20
linealizado
Rampa de
Buffer alineamiento
phusion HF 10 pL Alineamiento de65ar2 70 20
£ ' con
incrementos
de 0.1 °C/s
10 mM dntps 1 L Extensién 72 390 20
Phusion
(DNA
polimerasa 0.5 pL Extension final 72 600 1
de alta
fidelidad)
H,O Hasta 50 pL Almacenamiento 4 - ---

El producto de CPEC fue transformado en células electrocompetentes de la cepa AV11, se
seleccionaron en cajas en placas de LB con cloranfenicol a 30 pg/mL y como control placas

de LB con kanamicina a 30 ug/mL. Las colonias candidatas se aislaron para extraer plasmido

y comprobarlo mediante patrones de restriccion.
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Protocolo CPEC para cambiar el RNAg del vector pTarget

Se linealizé el vector pTarget con los cebadores LV1 y LV2. El producto se someti6 a
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. La banda que correspondié a un fragmento de
1,900 pb fue cortada y purificada mediante Thermo® GenelJET Gel Extraction Kit. Se
prosiguio con el protocolo de CPEC que se detalla a continuacion. Se utilizaron el par de

cebadores F_1S_HtpG y R_1S_HtpG.

Reactivo

Cantidad

Temperatura
(°0)

Tiempo (s)

Ciclos

. Vec.tor 100 ng Desna.tu.ra.lizacién 98 30 1
linealizado inicial
Buffer
phusion HF 10 pL Desnaturalizacién 98 10 30
5X
10 mM dntps 1L Alineamiento 58 30 30
Phusion
(DNA
polimerasa 0.5 uL Extension 72 90 30
de alta
fidelidad)
Ceba;';)res F1 1w Extension final 72 600 1
H,O Hasta 50 pL Almacenamiento 4 --- ---

El producto de CPEC fue transformado en células electrocompetentes, se seleccionaron en

cajas en placas de LB con estreptomicina a 30 pg/mL. Las colonias candidatas se aislaron

para extraer plasmido y comprobarlo mediante patrones de restriccion.
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Protocolo CPEC para construir el vector pAcycDuetBDOBa

Se linealizé el vector pTarget con los cebadores RL_BDO y FL_BDO. El producto se sometio
a electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. La banda que correspondié a un fragmento de
6,000 pb fue cortada y purificada mediante Thermo® GenelET Gel Extraction Kit. El inserto
se amplifico a partir de DNA cromosomal de B amyloliquefaciens con los cebadores
R_alsS_ba y F_alsS_Ba. El producto (1,800 pb) se purifico de igual forma que el vector
linealizado. Se prosiguiod con el protocolo de CPEC que se detalla a continuacién.

Reactivo Cantidad Tem;():-:tcr;tura Tiempo (s) Ciclos
. Vec.tor 200 ng Desna.tt{re?lizacién 98 30 1
linealizado inicial
Inserto 120 ng Desnaturalizacion 98 20 20
Buffer
phusion HF 10 pL Alineamiento 60 30 20
5X
10 mM dntps 1L Extensidn 72 240 20
Phusion
(DNA
polimerasa 0.5 puL Extension final 72 600 1
de alta
fidelidad)
H,O Hasta 50 pL Almacenamiento 4 - ---
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Protocolo OE-PCR para ensamblar las moléculas de DNA donador HtpG

Los fragmentos correspondientes a las homologias derecha e izquierda se amplificaron a
partir de la cepa AV11 utilizando los cebadores F_Hi_HtpG, R_Hi_HtpG, F_Hd_HtpG y
R_Hd_HtpG. El gen de la RNA polimerasa T7 se amplifico de una cepa de £ co/iBL21 (DE3)
con los cebadores F_T7_hi y R_T7_hd. Cada uno de los fragmentos tenian extremos que se
sobrelapaban. Estos fragmentos se separaron por electroforesis y purificaron por kit.

Primero se fusionaron el fragmento A con B, es decir, la homologia izquierda con la RNA

polimerasa T7 para ello se utilizo el siguiente protocolo de OE-PCR.

Reactivo

Cantidad

Temperatura

Tiempo (s)

Ciclos

(°0)

Homologia Desnaturalizacion
izquierda (A) 0.2 pmol inicial 98 30 !
RNA polimerasa 0.2 pmol Desnaturalizacién 98 10 10
T7 (B)
Buffer Phusion . .
HE 5X 10 pL Alineamiento 55 30 10
10 mM dntps 1pL Extension 72 120 10
Phusion (DNA
polimerasa de 0.5 pL Extension final 72 300 1
alta fidelidad)
H,O Hasta 50 uL Almacenamiento 4 - -

Una vez terminado el primer protocolo de OE-PCR se procedié a unir el producto A-B con
el fragmento C. Para lo cual se agregaron 0.2 pmol del fragmento C (homologia izquierda)

y se repitio el protocolo anterior. Después del segundo ciclo de OE-PCR se tenia el producto

A-B-C que fue amplificado por un tercer ciclo de OE-PCR pero esta vez utilizando los

cebadores F_Hiy R_Hd. El producto final se separ¢ por electroforesis y se purifico por kit.
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