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1. RESUMEN

Ante el agotamiento de los yacimientos de petrdleo y con ello todos los productos que de él
derivan es imperiosa la necesidad de crear alternativas que nos permitan sustentar tal demanda
de hidrocarburos, sin comprometer los recursos de las futuras generaciones. Una de estas
alternativas es la biotecnologia, que a través de sistemas bioldgicos tiene como finalidad la
produccion de compuestos capaces de sustituir a los obtenidos por el petrdleo a partir de

materias primas mas econémicas.

Los residuos agroindustriales, los cuales estan constituidos principalmente por mezclas de
xilosa, glucosa, celulosa, lignina y pectinas, representan una fuente de carbono abundante y
barata. No obstante, los organismos de interés industrial no son capaces de utilizar al méximo

dichos sustratos.

Bacillus subtilis es un microorganismo ampliamente usado a nivel industrial en condiciones
aerObicas, capaz de metabolizar una amplia variedad de azlcares tales como glucosa,
arabinosa, manosa, sacarosa, etcétera. Sin embargo, a pesar de que B. subtilis posee las
enzimas necesarias para metabolizar la xilosa no es capaz de crecer utilizandola como Unica
fuente de carbono, debido a que carece de un transportador especifico para introducirla
(Schmiedel y Hillen, 1996; Steinmetz, 1993).

En la literatura, se han encontrado dos reportes de cepas de B. subtilis capaces de crecer
utilizando la xilosa como Unica fuente de carbono (fenotipo xil*), ya sea como consecuencia
de una mutacion no caracterizada o bien por el relajamiento en la especificidad del

transportador de arabinosa.

En este estudio se generaron y evaluaron dos cepas capaces de crecer utilizando la xilosa como
Unica fuente de carbono, bajo condiciones aerdbicas y anaerobicas. Las cepas obtenidas fueron
una mutante espontanea xil* llamada CH1 alsS™ xil* obtenida a través del método descrito por
Schmiedel y Hillen (1996) y derivada de la cepa CH1 alsS™; y la cepa 168Trp*/glcP derivada



de la cepa 168Trp" la cual fue transformada con el plasmido pE18P43glcP, el cual contiene un

gen que codifica para una permeasa de glucosa (glcP) de B. subtilis.

Con estas cepas se relizaron cultivos aerdbicos y anaerébicos en medio minimo utilizando
como fuentes de carbono glucosa, xilosa y mezcla glucosa-xilosa. En el crecimiento aer6bico
en xilosa las cepas CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/glcP presentaron una velocidad especifica de
crecimiento de 0.25 h', una biomasa de 2.14 g/L y consumieron toda la xilosa del medio

minimo (aproximadamente 10 g/L).

En los cultivos aerdbicos en glucosa, las todas cepas presentan una velocidad especifica de
crecimiento de 0.6 h™ y una biomasa de 3.5 g/L, comparando los resultados en glucosa y
xilosa vemos que la velocidad especifica de crecimiento disminuye en aproximadamente 50%
asi mismo la biomasa disminuye 60% comparandola con glucosa, ello probablemente como
consecuencia de una incapacidad de XylA y XyIB para fosforilar e isomerizar la xilosa o bien
por la capacidad de la via de las pentosas.

En anaerobiosis las cepas presentaron una disminucion en su velocidad especifica de
crecimiento en relacion con los cultivos aerébicos como consecuencia de una limitada
produccién de ATP. La velocidad especifica de crecimiento de las cepas fue de 0.036 h™
alcanzando una biomasa final de 0.11 g/L. Se obtuvo como principal producto el lactato con
rendimientos lactato/xilosa de 0.578 giactatoo/Ixitosa Para la cepa CH1L alsS™ xil* y 0.660 gjactato/ Usitosa
para la cepa 168Trp*/glcP, los cuales son 50% menor en relacién con los obtenidos en los

cultivos anaerobicos en glucosa (Y iactatorgic=1).

En los cultivos aerébicos en medio minimo con una mezcla glc/xil las cepas presentaron un
crecimiento diauxico, en la cual se observé que todas fueron capaces de utilizar la xilosa; en el
caso de las cepas CH1 alsS"y 168Trp*/P43 (las cuales carecen de un transportador para xilosa)
fueron capaces de utilizar la xilosa, debido a la co-utilizacion del acético presente en el medio,
producido durante la fase de crecimiento en glucosa. Bajo estas condiciones la cepa CH1 alsS
xil* presenté un consumo total de xilosa presente en el medio, mientras que el resto de las

cepas su consumo fue parcial.
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Por otra parte en los cultivos anaerdbicos en mezcla glucosa-xilosa s6lo las cepas CH1 alsS™ y
CHL1 alsS xil* presentaron crecimiento diduxico; sin embargo, la cepa CH1 alsS™ xil* fue la
Unica capaz de utilizar la xilosa (no llega aconsumirla toda) una vez que se agoto la glucosa.
El crecimiento que presentd la cepa CHL1 alsS™ se debié mas a los componentes presentes

después de la lisis celular que al consumo de xilosa.

Los resultados obtenidos indican que tanto la cepa CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/glcP son capaces
de introducir y metabolizar la xilosa bajo condiciones aerébicas en cultivos con xilosa. No
obstante, en condiciones anaerobicas la cepa CH1 alsS™ xil* resulté ser mejor que la cepa
168Trp*/glcP, debido a que, en los cultivos en mezcla fue la Gnica capaz de utilizar xilosa una

vez agotada la glucosa.

Los resultados obtenidos en los cultivos aerébicos y anaerdbicos en xilosa, mostraron que el
transportador GIcP permite el transporte xilosa lo cual es congruente, debido a que la xilosa es
una aldopentosa y la Unica diferencia con los azucares reportados es que es una pentosa. De tal
forma se concluyd que el GlcP, ademas de permitir la entrada de glucosa, manosa, 2-
Deoxiglucosa y metil a- glucosidos también permite la entrada de xilosa, lo cual demuestra

que GIcP presenta una amplia utilizacién de azlcares.
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2. INTRODUCCION

A lo largo de nuestra vida cotidiana realizamos un sin fin de actividades tales como:
transportarnos, trabajar, alimentarnos, divertirnos, entre otras. Actividades que realizamos
gracias a que contamos con los recursos tecnologicos. De esta forma, la vida es mas coémoda
debido a la presencia de fuentes de energia, como el petréleo y el gas natural.
Desafortunadamente, esta sociedad dependiente de la energia proveniente de fuentes fdsiles
tocara fin durante el siglo XXI, como consecuencia del uso excesivo y creciente de las
mismas. Esta situacion nos plantea la necesidad de buscar y desarrollar nuevas tecnologias que
permitan suplir las necesidades energéticas actuales sin comprometer las de nuestros
descendientes. Es asi, como la ciencia ha puesto principal atencién al potencial biotecnolégico
que representa la biomasa (término utilizado para asignar a todos los materiales organicos que

provienen del mundo vegetal), la cual es considerada como una materia prima renovable.

Ahora bien, ¢de donde obtenemos la biomasa vegetal? Una de las principales fuentes de
biomasa son los residuos agroindustriales tales como: el bagazo de cafia de azUcar, la cascara y
pulpa del café, entre otros; los cuales pueden ser utilizados como materia prima en la
generacion de productos como enzimas, acidos organicos, etanol y aminoacidos. Entre los
grupos de materia prima renovable obtenidos de la biomasa vegetal se encuentra la celulosa y
hemielulosa, polimeros de carbohidratos que constituyen el 75% de toda la materia organica.
La celulosa es un homopolimero de glucosa. La hemicelulosa es un polimero heter6geneo,
cuya constitucion es 75% de xilosa, 15% de glucosa y 10% de arabinosa (Martinez et al.,
2000). La cuestiéon por la que los carbohidratos son una opcién para sustituir las fuentes
fosiles, es debido a que gracias a transformaciones quimicas o bioldgicas, se pueden obtener
acidos organicos, tales como lactico, acético, fumarico u obtener combustibles como el

bioetanol.

La gran mayoria de los microorganismos utilizados en la industria son capaces de metabolizar
la glucosa, pero pocos utilizan eficientemente la xilosa y por consiguiente no se aprovecha al
100% la fuente de carbono que representan los residuos agroindustriales. De esta forma se

genera la necesidad de buscar organismos capaces de metabolizar pentosas y hexosas. B.
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subtilis es una bacteria que puede metabolizar una variedad de azlcares entre las cuales
destacan glucosa, arabinosa, xilosa, entre otros. Sin embargo, B. subtilis carece de un
transportador que le permita introducir la xilosa, de ahi la importancia de incorporar un
transportador especifico para xilosa a fin de maximizar el potencial industrial que nos ofrece

B. subtilis, en la utilizacidn de residuos agroindustriales.

Entre los compuestos que se pueden obtener de la utilizacion de la biomasa vegetal a través de
la fermentacion realizada por microorganismos esta el acido lactico. El acido lctico (&cido —
2- hidroxipropinoico) CH3-CHOHCOOH (Jonh et al, 2007) constituye una plataforma
quimica primaria, debido a sus multiples aplicaciones en la industria alimenticia, farmacéutica,
textil y quimica. El acido lactico puede ser producido a través de sintesis quimicas, 0 un
proceso fermentativo denominada fermentacién lactica, llevado a cabo por bacterias u hongos
filamentosos. Las bacterias lacticas convierten el acido piravico a lactato en una reaccion
catalizada por la enzima D- lactato deshidrogenasa o L- lactato deshidrogenasa. Los dimeros
de lactato pueden ser polimerizados para obtener polimeros biodegradables, asi el acido
lactico nos ofrece una alternativa viable para solventar futuros problemas de escasez de
suministros petroquimicos y la necesidad de tener un menor impacto en el medio ambiente
mediante la degradacion biol6gica de polimeros. Cabe aclarar que los lactobacilos no utilizan
eficientemente la xilosa y presentan requerimientos nutricionales complejos de tal forma que
hacen costosa y poco viable, desde el punto de vista econdmico, la obtencién de lactatos a
partir de estos microorganismos. De ahi la importancia de estudiar procesos fermentativos en
diversos microorganismos con el fin de maximizar la utilizacion de xilosa y poderla convertir

en productos Utiles para el ser humano.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Caracteristicas de Bacillus subtilis

El género Bacillus pertenece a las bacterias Gram-positivas capaces de producir endosporas
termoresistentes bajo condiciones de estrés. Asi mismo, resisten a agentes y condiciones
perjudiciales como la desecacion, la radiacion, los &cidos y los desinfectantes quimicos
(Bioland, 2006). Este género comprende mas de 50 especies y esta subdividido dentro de 6
grupos considerando la variedad morfoldgica y metabdlica de cada especie (Priest, 1993)
(Tabla 1). Posee un ADN con bajo contenido de G+C (de 32-38), la mayoria de las especies
del género son versatiles quimioheterdtrofas capaces de respirar usando una variedad de
compuestos organicos (azucares, aminoacidos, acidos organicos) (Bioland, 2006).
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Tabla 1. Grupos y caracteristicas del género Bacillus
(Priest, 1993)

Grupo Caracteristicas

I Anaerobios facultativos, crecen rapidamente en ausencia de oxigeno. Producen
acidos a partir del metabolismo de una amplia variedad de azUcares.
Ej. B polymyxa, B. macerans.

I Producen acidos a partir del metabolismo de una amplia variedad de azUcares,
incluyendo glucosa. La mayoria crece en ausencia de oxigeno, particularmente
en presencia de nitratos. Las esporas son elipsoides y no hinchan la célula
progenitora.

Ej. B. subtilis

Il Aerobios estrictos, no producen &cidos a partir del metabolismo de azucares.
Producen esporas que hinchan a la célula progenitora.

Ej. B. brevis

v Producen esporas esféricas que pueden hinchar a la célula progenitora y
contienen L-lisina u ornitina en la pared celular. Aerobios estrictos, algunos
presentan una habilidad limitada para producir acidos a partir del metabolismo
de azlcares.

Ej. B. sphaericus

\Y/ Especies termofilas, con temperaturas de crecimiento mayores a 50°C.
Fisioldgica y morfoldgicamente son heterogéneos, pero producen esporas ovales
que hinchan a la célula progenitora.

Ej. B. stearothermophilus, B. thermocloacae, B. kaustophilus y B. coagulans

VI Especies termoéfilas y acidofilas con &cidos grasos aliciclicos en la membrana

Ej. B. acidocaldarius, B. acidoterrestris y B. cycloheptanicus.

Muchos miembros del género Bacillus producen antibidticos, tales como bacitracina,

polimixina, tirocidina, gramicidina y circulina. La mayoria son mesofilos, con temperatura de

crecimiento éptima entre 30 y 45 °C, pero el género también contiene un nimero de especies
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termofilicas con una temperatura 6ptima de 65°C; el limite inferior de pH para crecimiento en
Bacillus es de 2 a 3. (Bioland, 2006).

B. subtilis es reconocida como una bacteria aerobia; sin embargo, ésta puede crecer y
esporular lentamente bajo condiciones anaerobias estrictas, utilizando al nitrato como un
aceptor final de electrones y a la glucosa como donador de estos (Cruz-Ramos et al., 2000;
Nakano et al., 1997; Nakano y Zuber, 1998).

B. subtilis realiza una fermentacion mixta, cuyos productos principales son butanediol, CO; y
H,0. Es reconocido como un organismo GRAS (generalmente reconocido como seguro por la
FDA, por sus siglas en inglés generally regarded as safe), lo que le permite que sea
ampliamente utilizado en la industria alimenticia (Zukowski, 1992). Sin embrago, un factor
limitante para su uso en la produccion de proteinas heterdlogas, es la sintesis y secrecion de
proteasas extracelulares en el medio de cultivo (Stephenson et al., 1999). Hasta la fecha son
ocho las proteasas que se han identificado en B. subtilis, las cuales estén clasificadas en dos
grandes grupos: serinproteasas y metalproteasas (Stephenson et al., 1999). Sin embargo,
gracias al desarrollo tecnoldgico en la biologia molecular, se han construido cepas de B.

subtilis deficientes de proteasas (Ye et al., 1996).

Asi como E. coli representa la bacteria Gram-negativa mas estudiada, B. subtilis representa el
organismo modelo de las bacterias Gram-positivas. Con esta bacteria se han realizado
numerosos estudios, incluyendo investigaciones relacionadas con su habilidad de esporular e
incorporar DNA extrafio que son de interés para la ciencia béasica, asi como por sus
aplicaciones industriales en la produccion de enzimas e insecticidas (Stulke y Hillen, 2000).

3.2 Metabolismo de carbohidratos

B. subtilis utiliza algunos carbohidratos como fuente de carbono, lo cual le permite obtener la

energia necesaria para llevar a cabo los procesos metabdlicos.
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En la naturaleza, las plantas constituyen los principales productores de polisacaridos, los
cuales sirven como sustratos para las bacterias de suelo y hongos. Entre los carbohidratos
complejos, los mas abundantes son el almidon, la celulosa y la hemicelulosa (Stulke y Hillen,
2000). B. subtilis tiene la capacidad de secretar carbohidrolasas extracelulares, como son a-
amilasa, B-1,4-glucanasa, B-fructanasa, B-xilanasa, o-arabinasa, y B-mannanas, que degradan
polisacaridos, produciendo oligo, di 0 monosacaridos que son transportados dentro de la
célula, fosforilados y catabolizados a través de la via glucolitica o la via de las pentosas
fosfatos (Tabla 2; Stiilke y Hillen, 2000).

B. subtilis puede utilizar 18 diferentes mono- y disacaridos como Unica fuente de carbono; que
puede transportar dentro de la célula a través de una gran diversidad de sistemas
multiproteicos tales como transportadores (ABC), sistema de fosfotransferasa (PTS) (cassette
de unién a ATP y fosfoenolpiruvato (PEP)), asi como por difusion facilitada o transportadores

secundarios (Steinmetz, 1993).
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Tabla 2. Azlcares utilizados por Bacillus subtilis
(Stulken y Hillen, 2000)

AzUcar Operon (es)* Transportador’ Ruta Regulacién®
metabdlica

Glucosa ptsGHJ P:PtsG Glucdlisis | AT:GIcT

Sacarosa sacPA P:SacP Glucdlisis | AT:SacT

B—Glucosidos | bglPH P:BglP Glucolisis | AT:lic.

Maltosa malA yfiA malP | P:MalP Glucolisis | ?

N-acetil- nagP nagAB | P:NagP Glucdlisis | R:YVoA (?)

glucosamina | yvoA

Trealosa TrePAR P:TreP Glucdlisis | R:TreR

Oligo-p- licBCAH P:Lic.,LicC, Glucdlisis | A:LicR

glucésido LicA

Oligo-p- ydhMNOPQRST | P:YdhM,YdhN | Glucoélisis | R:YdhQ

mannosida YdhO

Fructosa LevDEFG P:LevD,LevE Glucdlisis | A:LevR
sacC LevF, LevG R:FruR
fruRBA P:FruA

Manitol Molad P:MtID Glucdlisis | A:MtIR

Manosa manPA ydjF P:ManP Glucdlisis | A:ManR

Celobiosa NR P:? Glucolisis | ?

Glucitol gutB ydjDE S:YdD Glucdlisis | A:GutR

Glicerol glpFKD F:GlpF Glucdlisis | AT:GLP

Inositol IolABCDEFG lolF (?) Ruta R:loIR
HIJ Especial

Gluconato gntRKPZ ABC:AraN Pentosas RGntR

AraP, AraQ

Arabinosa AraABDLMNO | S:AraE Pentosas R:AraR
PQ-abfA

Ribosa rbsRKDACB ABC:RbsC, Pentosas R:RbsR

RASD RbsA

'Operén: NR no reportado.
“Mecanismo de transporte: P, sistema de fosfotransferasa; S, Simporte; F, Facilitador ABC-

ATP;

? su funcién no ha sido reportado.

¥ Regulacion: AT antiterminador; R represor; A activador
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3.3 Xilosa

Entre los carbohidratos que constituyen los residuos agroindustriales se encuentra la xilosa
(Figura 1), la cual es el segundo carbohidrato méas abundante en la naturaleza; se presenta

principalmente en estructuras poliméricas de xilano y hemicelulosa (Ingram et al., 1999).

CHO
OH
HO
OH
CH,OH
Xilosa

Figura 1. Estructura desarrollada de la xilosa, asi como su estructura en el espacio.

La xilosa es utilizada por muchos microorganismos como fuente de carbono. Sin embargo,
entre algunos de los organismos de importancia industrial no es utilizada, debido a que no
presentan las enzimas necesarias para su metabolismo, o bien, porque carecen de un

transportador que permita su introduccion a la célula, como es el caso de B. subtilis.

3.3.1 Metabolismo de la xilosa

Una vez que la xilosa es internalizada en la célula, es isomerizada a xilulosa, la cual es
fosforilada formando xilulosa-5-fosfato (Dahl et al, 1994). La via metabélica es codificada por
el operdn xylAB, que estd constituido por el represor (xyIR), la xilosa isomerasa (xylA) y la
xilulocinasa (xyIB). Una vez que la xilulosa es fosforilada, entra a la via de las pentosas para

su catabolismo (Gértner et al. 1988; Rygus et al. 1991) (Figura 2).
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Xilosa isomerasa Xilulocinasa

D-Xilosa » D-Xilulosa /\ » D-Xilulosa-5-P
ATP ADP l
Ruta de las
pentosas

Figura 2. Ruta metabolica de la xilosa (Géartner et al., 1988).

Los genes que codifican las enzimas para la utilizacion de xilosa ya han sido caracterizados en
E. coli (Lawlis et al., 1984, citado por Schmiedel et al., 1997), Salmonella typhimurium
(Shamanna y Sanderson, 1979, citado por Schmiedel et al., 1997) y B. subtilis (Gartner et al.
1988). La regulacion y expresion de estos genes ocurre a nivel transcripcional y es mediado
por un represor (codificado por xyIR), el cual, en ausencia de xilosa, se une a la secuencia del

operador (xylO) evitando la transcripcion del operén xylAB.

3.4 Metabolismo y regulacion de la xilosa en Bacillus subtilis

Como se menciond anteriormente, B. subtilis posee las enzimas necesarias para el
metabolismo de la xilosa; sin embargo, no es capaz de introducirla, debido a la carencia de un
transportador especifico que permita su entrada (Figura 3) (Schmiedel y Hillen, 1996;
Steinmetz, 1993). No obstante esta bacteria llega a utilizar la xilosa cuando es introducida
como xilandsido de la degradacion del xilano, el cual es hidrolizado intracelularmente. Las
dos enzimas que degradan xilano son una xilanasa y una endoxilasa que produce xilosa
(Huang et al., 2006). En B. subtilis, los genes que codifican estas enzimas se encuentran en el
operon xyn; el cual estd constituido por el gen xynA, cuyo producto es una B-Xilanasa; y el
operdn xynBC que codifica una permeasa de xilanosidos y p—xilosidasa; T un terminador
transcripcional y O; y O, son los operadores (Figura 4). xynA es expresado constitutivamente,
mientras xynBC, junto con xylAB estdn bajo el control transcripcional del represor XyIR
(Schmiedel y Hillen, 1996).
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XYIA o1 XYIA o, O
' xxIR i xylA xxIB .
L | l -

cre

Bacillus subtilis

Figura 3. Modelo del operon xylAB de B. subtilis.

0,0,

.

H xynC . XynB T . xyIR
é '

Xilosa

Figura 4 Organizacion genética del operon xyn en Bacillus subtilis.

En ausencia de xilosa el represor R (xylIR) estd unido al operador (circulo), impidiendo la transcripcion del
operodn. La xilosa se une a XylIR produciendo un cambio conformacional (cuadrado) el cual es incapaz de unirse a

los operadores.

Por otro lado, la regulacion del operdn xylAB ocurre a través de dos rutas (Figura 5):

@ Represion catabdlica: la cual es mediada por el elemento cre (elemento de repuesta
catabolica), localizado en el fragmento de lectura xylA.

@ Induccién dependiente de xilosa sobre la presencia del operador O1 y 02 (xylO), al
cual se une el represor xylR (xylR), en ausencia de xilosa. En este estado la

transcripcion de xylAB es detenida. La induccidn por xilosa dispara la liberacién del

-21-



represor XyIR del ADN permitiendo la transcripcion (Gértner et al. 1988; Rodionov

et al., 2001).
0.0,
I I XylA xy|B I
xyIR I *
cre CcpA
l !
""" ’ HrP-Ser-46
—>  XvIR A
A‘ Xilosa :
*--- Glucosa-6 -P #----------------- Glucosa

Figura 5. Modelo de la regulacion del operon xylAB de B. subtilis.
3.5 Mutantes espontaneas xil* de Bacillus subtilis

Schmiedel y Hillen (1996), descubrieron una mutante de B. subtilis 168 capaz de crecer en
xilosa como Unica fuente de carbono. Después de crecer la cepa B. subtilis 168 algunos dias en
cajas de medio minimo con xilosa, como Unica fuente de carbono, aparecieron colonias con
una frecuencia de 1x 10 °/ células. Una explicacion para la aparicién de estas colonias es la
presencia de un gen criptico para la entrada de xilosa, el cual puede ser activado por una
mutacion esponténea, similar a la descrita por el operén bgl en E. coli K12 (Schmiedel y
Hillen, 1996).Otra hipdtesis es, que la entrada de xilosa en las cepas xil® se debe a una
mutacion que relaja la especificidad de otro sistema de transporte lo cual ocasiona que pueda

reconocer a la xilosa (Schmiedel y Hillen, 1996).

Por otra parte, en 1998 Krispin y Allamansberger obtuvieron coincidentalmente mutantes
espontaneas, las cuales fueron capaces de crecer en D-galactosa o D-xilosa como Unica fuente
de carbono mientras realizaban estudios sobre el efecto toxico de la galactosa sobre cepas de
B. subtilis galE". La caracterizacion de estas mutantes revel6 que un transportador de
arabinosa, Arak, funciona como un transportador para tres diferentes azucares: L-arabinosa,

D-galactosa y D-xilosa. Ademas estas mutantes mostraron que B. subtilis es capaz de crecer en
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D-galactosa y D-xilosa cuando la L-arabinosa, el inductor de la sintesis de AraE, es

adicionado al medio de crecimiento.

3.6 Permeasa de Glucosa (GlcP)

Paulsen et al (1998), reportaron tres tipos de mutantes de B. subtilis que exhiben resistencia a
la represion catabolica por glucosa, las cuales dos presentan una resistencia total a represion
catabdlica del operdn gnt-promovida por glucosa y una tercera que exhibe resistencia parcial.

Las mutaciones fueron encontradas en:
% En el gen ptsG, el cual codifica para la enzima Il especifica para glucosa en PTS.
% EnelgenglcT.
¢ En una secuencia desconocida a la que denominaron glcP. El producto del glcP, la
proteina GlcP, esta compuesta por 401 aminoacidos y parece ser una permeasa simporte,
miembro de la familia fructosa/glucosa/galactosa de la superfamilia del principal

facilitador.

Poco se sabe sobre esta permeasa, sin embargo durante el estudio realizado por Paulsen et al

(1996), se encontraron lo siguiente (Figura 6)

% Las gréaficas hidropéticas de la secuencia proteica sugieren una topologia de 12 a-

hélices transmembranales.

X/
L X4

En el gen los extremos son repetidos invertidos, los cuales pueden servir como

terminadores transcripcionales.

X/
L X4

No se observa promotor que preceda al gen glcP.
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ST ST

(64)
(69) l (157) l
Glucosa Transportador de Hidroxilasa?
Oxidasa Glucosa Regulador ?

Figura 6. Organizacion de la secuencia del gen glcP (Paulsen et al, 1996).

En experimentos realizados en E. coli encontraron que la proteina GlcP permite la entrada de
glucosa y manosa, pero no de galactosa. Por lo cual concluyeron que la proteina GlcP
transporta aldohexosas de la configuracién gluco (manno) sin reconocimiento del grupo
hidroxil en la posicion 2. Asi mismo el mecanismo por el cual funciona la permeasa es a partir

de la fuerza motriz proton (Paulsen et al, 1996).

3.7 Metabolismo durante el crecimiento aerdbico y anaerdbico

Las bacterias frecuentemente se encuentran con cambios drasticos en su medio, entre los
cuales estan las fluctuaciones en los niveles de oxigeno externo. Estos cambios repercuten en
cambios en el metabolismo que incluyen ajustes en las rutas metabélicas y velocidad de
utilizacion de las fuentes de carbono, en el flujo de electrones con el fin de mantener el
balance oxido-reduccién, los mecanismos de produccion de energia y ciertas reacciones de
biosintesis (Nakano y Zuber, 1997). Dichos cambios se llevan a cabo por modulacién de la
actividad de proteinas y/o por la regulacion de la expresion de genes (Nakano y Zuber, 1997).

En el caso de B. subtilis al ser un organismo cuyo habitat es el suelo, tiene que poseer los
mecanismos necesarios para contender con los cambios de oxigeno, debido a que la cantidad
de agua en el suelo es variable: En aerobiosis las proteinas inducidas incluyen enzimas del
complejo de piruvato deshidrogenasa (PDH), varias enzimas del ciclo de acidos tricarboxilicos
y superoxido dismutasa (Nakano y Zuber, 1997). Mientras que en anaerobiosis las proteinas
inducidas incluyen algunas enzimas glicoliticas y la PDH, debido a que B. subtilis carece de la
enzima piruvato formato liasa (PFL) (Nakano yZuber, 1998).
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Estudios recientes han demostrado que B. subtilis puede crecer anaerGbicamente, ya sea a
través de la respiracion de nitratos o por fermentacion (Nakano y Hulett 1997; Nakano et al.,
1997; Nakano y Zuber 1998; Cruz—Ramos et al., 2000; Espinosa de los Monteros et al., 2001).

3.7.1 Crecimiento aerdbico

El ciclo de Krebs es la ruta central del metabolismo intermediario que genera ATP, poder
reductor e intermediarios biosintéticos, cuyo principal sustrato es la acetil-Coenzima A (acetil-
CoA), vy sus principales derivados biosintéticos son 2-oxoglutarato, oxalacetato y succinil-
CoA. En algunos organismos, el succinil-CoA es un precursor de lisina y metionina; sin
embargo, B. subtilis utiliza acetil-CoA, para la biosintesis de la lisina y metionina
(Sonenshein, 2002).

De acuerdo a las necesidades metabdlicas de la célula la acetil-CoA puede entrar al ciclo de
Krebs, usarse para la biosintesis de acidos grasos, o convertirse en acetato con la concomitante
sintesis de ATP. En B. subtilis la produccion de acetato es catalizada por la fosfotransacetilasa
(pta) y la acetato cinasa (ack).por otra parte, B. subtilis carece de la via de glioxilato, la cual
permite usar al acetato y &cidos grasos como Unica fuente de carbono; la utilizacion de acetato
es mediada por la acetil-CoA sintetasa, el producto del gen acs. (Figura 7) (Sonenshein, 2002).
La sintesis ATP y GTP ocurre en el ciclo de Krebs a nivel de sustrato, a través de la accion de
la succinil-Coenzima A sintetasa (SCS) e indirectamente a través de la fosforilacion oxidativa
manejado por equivalentes reductores obtenidos por la accion de la isocitrato deshidrogenasa
(IDH) la cual reduce NADP®, el complejo oxoglutarato deshidrogenasa (OGDC), malato
deshidrogenasa (MDH) y succinato deshidrogenasa (SDH). En B. subtilis la actividad de la
SCS esta acoplada a la produccion de ATP (Figura 7) (Sonenshein, 2002).

La fuente basal del oxalacetato (OAA) en bacterias Gram-positiva es a través de la actividad
de la piruvato carboxilasa (codificada por pycA) en células creciendo sobre carbohidrato como
principal fuente de carbono, o bien por la transaminacién de aspartato. Cuando B. subtilis
crecen en medios que contienen succinato, fumarato,malato o aminoécidos como glutamato,

aspartato, asparagina, arginina, prolina, ornitina o histidina como Unica fuente de carbono los
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convierte a OAA, el cual entra a la via gluconeogénica hasta fosfoenolpiruvato (PEP) via

fosfoenolpiruvato carboxicinasa (Figura 7) (Sonenshein, 2002).

Glucosa
l Ruta de
las
Fructosa-6-fosfato <«—— pentosas
l fosfato
— Fosfoenolpiruvato
— Piruvato
pckA \ .,
Acetoina
Acetil-CoOA «—» Acetil-P —>» Acetato
A Pta ack
pyc
K\\ acs
Citrato sintasa
(CS)
y
Aspartato <— | oxalacetato Citrato
Malato conitasa
i Acetil-CoA
Desh(ll\(er%g)]ensa i (ACN)
Malato [€--<------- Glioxalato |------ Isocitrato
Malato , e .
Fumarasa sintasa Isocitrato .-~ Isocitrato
(FUM) liasa” deshidrogensa
(IDH)
Fumarato
Succinato \\\ T .
deshidrogensa i’ 2- oxoalutarato | Glutamina
(SDH) succinato )
Amonio
Succinil-CoA 2-oxoglutarato '\\4
sintetasa (scs) Succinil- CoA deshidrogensa glutamato
(ADP + Pi-> ATP) (06DC)

Figura 7. El ciclo de Krebs y vias relacionadas.

El ciclo de Krebs es la ruta central que genera ATP, poder reductor e intermediario. La ruta de glioxilato,

indicada con lineas punteadas, esta ausente en B. subtilis (Sonenshein, 2002
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La energia metabdlica equivalente de la glucosa es la maxima cantidad de ATP que puede ser
generado de su completa oxidacion hasta didxido de carbono. Para organismos aerdbicos
como B. subtilis esta generacion de ATP es dependiente de la eficiencia de acoplamiento de la
respiracion y la sintesis de ATP y es usualmente expresado como la relacién P/O (moles de

ATP formado por molécula de oxigeno) (Dauner et al., 2001).

B. subtilis sintetiza, bajo condiciones aerdbicas, una cadena de transportadores de electrones,
compuesto por tres o posiblemente cuatro oxidasas terminales con diferente eficiencia de
acoplamiento (Figura 8) (Winstedt y Wachenfeldt, 2000).

Citocromos . Oxidasas terminales
tipo ¢ “A
Citocromo Complejo (.-~ > Citocromo caas H,O
oxidasa bc
1 / Citocromo aas
inol Grupo de > Citocromo bd
quno Menaquinona
oxidasa ——
e YthAB
/ 1 \ OZ
Succinato: NADH: Glicerol-3-P:
menaquinona menaquinona menaquinona
reductasa reductasa reductasa

Figura 8 Ruta de respiracion aerobica en Bacillus subtilis (Winstedt and Wachenfeldt, 2000)

En cultivos aerdbicos con glucosa, se ha observado que B. subtilis no utiliza la rama del
citocromo bd, debido a que ésta es activada en bajas concentraciones de oxigeno; asi mismo,
el citocromo c es inactivo en células creciendo con glucosa. Por lo tanto en cultivos aerébicos
con glucosa, la oxidacién de NADH es, probablemente catalizada por el citocromo aas, el cual

ha mostrado estar presente durante el crecimiento vegetativo de B. subtilis. El transporte de un
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electron de NADH a través de esta rama transloca dos protones, y cuatro protones son
necesarios para generar una molécula de ATP en la reaccidn catalizada por la ATP sintetasa.
El transporte de un electron de FADH transloca un solo proton. Por lo que, la relacion P/O
corresponde a la generacion de 1 ATP por NADH y 0.5 ATP por FADH. De tal forma que la
completa oxidacion de glucosa a dioxido de carbono produce 15 ATP (Dauner et al., 2001).
La excrecion de subproductos metabdlicos tales como el acetato causa una pérdida energética
en la célula debido a que la glucosa no puede ser oxidada a dioxido de carbono (Dauner et al.,
2001).

3.7.2 Respiracion de nitratos

B. subtilis tiene la capacidad de utilizar el nitrato como aceptor de electrones en la respiracion
anaerobica. La reduccidn anaerdbica de nitrato esta acoplada a la generacion de energia,
debido a que B. subtilis crece anaer6bicamente en medio minimo que contiene glicerol, una
fuente de carbono no fermentable, si el nitrato estd presente (Nakano, et al., 1997). La
reduccion de nitrato a nitrito y de nitrito a amonio es catalizada por la nitrato reductasa y
nitrito reductasa, respectivamente. Los genes que codifican las subunidades de la nitrato
reductasa (nasB y nasC) y nitrito reductasa (nasD y nasE) constituyen un operén junto con el
gen nasF.

3.7.3 Fermentacion

B. subtilis posee una ruta de fermentacién de glucosa muy deficiente, probablemente, como
consecuencia de que la cantidad de piruvato acumulado durante la glicélisis no es suficiente
para inducir la expresion de los genes involucrados en el catabolismo del piruvato (induccion
por sustrato) o la activacion de algunas enzimas involucradas (Nakano y Zuber 1998). Sin
embargo, se ha logrado mejorar el crecimiento al utilizar mezclas de glucosa y piruvato o bien,
cuando la glucosa va acompafiada de una mezcla de aminoacidos (Nakano, 1997). Otra de las
principales razones por la que B. subtilis necesita de ambos, glucosa y piruvato, para crecer es
debido a la carencia de la piruvato formato liasa (PFL). En la ruta fermentativa de E. coli, la

conversion de piruvato a acetil-CoA es catalizada por la PFL en lugar del complejo piruvato
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deshidrogenasa (PDH) que funciona durante el crecimiento aerdbico. El encendido de PDH a
PFL es importante para evitar el exceso de NADH bajo condiciones fermentativas, durante el
cual el NADH no es reoxidado por la cadena respiratoria. En contraste, B. subtilis carece de
PFL y en su lugar utiliza PDH la cual cataliza la conversion de piruvato a acetil-CoA durante
la fermentacion (Nakano et al., 1997; Nakano y Zuber, 1998) Lo anterior, junto con otros
datos indica que B. subtilis lleva a cabo una fermentacién mixta de &cidos y butanediol en la
cual PDH juega un papel tanto en el crecimiento fermentativo como en la respiracién de

nitratos.

En estudios realizados por Nakano (1997) se observé que B. subtilis sufre una fermentacion
mixta, durante la cual, obtuvieron lactato y pequefias cantidades de acetato, etanol, acetoina y
2,3-butanediol como productos. En la fermentacion, el metabolismo del piruvato a los
productos finales regenera el NAD" de NADH (Figura 9).

En la fermentacion, el piruvato puede ser convertido a lactato por la lactato deshidrogenasa
(LctE) y a oxalacetato por la piruvato carboxilasa, el cual es sucesivamente convertido a
malato, fumarato y succinato, aunque la produccién de succinato en B. subtilis no ha sido
reportada (Nakano, 1997).
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F igura 9. Rutas de fermentacion y el catabolismo, propuesta para B. subtilis (Cruz —Ramos et
al., 2000)

Las enzimas involucradas en las reacciones son: LctE, lactato deshidrogenasa; AlsS, acetolactato sintasa; AlsD,
acetolactato descarboxilasa; PycA, piruvato carboxilasa; Pdh, piruvato deshidrogenasa; Pta, fosfotransacetilasa;
Ack, acetato cinasa; AcsA, acetil-CoA sintetasa; ADH, alcohol deshidrogenasa; ALDH, acetaldehido

deshidrogenasa y ATC, acido tricarboxilicos.

El piruvato, también, es catabolizado a acetoina y 2,3- butanediol por la a-acetolactato sintasa
(AlsS), a-acetolactato descarboxilasa (AlsD) y acetoina reductasa (Figura 9). Cada una de las
reacciones mencionadas contribuye a la reoxidacion de NADH. Finalmente, el piruvato es
convertido a acetil-CoA, el cual puede ser metabolizado a etanol por la acetaldehido
deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa, o acetato, la reaccion de produccion de acetato es
acompafiada por la sintesis de ATP, y la sintesis de etanol esta involucrado en el reciclamiento
de NADH. La funcionalidad de esta dltima via no ha sido documentada intensivamente.
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4. JUSTIFICACION

Actualmente un nimero importante de grupos de investigacion en el mundo dedican su
esfuerzo al estudio de diversos aspectos de la fisiologia microbiana, con el proposito de aplicar
el conocimiento generando cepas capaces de utilizar un amplio rango de sustratos y lograr que

sinteticen nuevos metabolitos, entre otros.

B. subtilis es la bacteria Gram positiva mas utilizada para la obtencién de productos de interés
para el hombre. Un aspecto interesante e importante de este microorganismo es su capacidad
para la utilizar una variedad de carbohidratos tales como: glucosa, celobiosa, arabinosa, entre
otros. Sin embargo, no puede crecer utilizando xilosa (segundo azucar més abundante en la
naturaleza) como Unica fuente de carbono a pesar de contar con las enzimas necesarias para
metabolizar esta pentosa. Algunos reportes indican que B. subtilis no cuenta con un

transportador especifico de xilosa.

Por lo anterior se propone estudiar los procesos metabdlicos, de crecimiento y de formacién de
productos de B. subtilis utilizando xilosa como Unica fuente de carbono, tanto en condiciones
aerdbicas como anaerdbicas de dos cepas: una mutante que utilice xilosa y otra que contenga
el potencial transportador inespecifico de xilosa-glucosa (GIcP). Esto permitird ampliar el
espectro de utilizacion de carbohidratos por B. subtilis y ademas de proporcionara informacion
basica sobre la fisiologia de este microorganismo.

Asi mismo es importante realizar cultivos tanto aerdbicos como anaerobicos en mezcla
glucosa-xilosa, debido a que, los residuos agroindustriales son una mezclas de carbohidratos
principalmente xilosa-glucosa por lo que es necesario saber el comportamiento de B. subtilis al

utilizar la glucosa-xilosa en mezclas para la generacion de productos.
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5. HIPOTESIS:

Si se lleva a cabo la expresion de un transportador que permita la entrada de xilosa en B.
subtilis, se activard al operon xylAB, permitiéndole utilizar dicho azlcar, tanto en

condiciones aerobicas como anaerdébicas.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General:

Desarrollar cepas microbianas, principalmente de E. coli y B. subtilis mediante herramientas
de la ingenieria de vias metabolicas y de bioingenieria capaces de convertir los azlcares
presentes en hidrolizados de residuos agroindustriales en etanol, L o D lactato, succinato y
otros productos homélogos o heterdlogos a fin de sustituir los materiales obtenidos a partir del
petréleo.

6.2 Objetivo Particular:

Generar cepas de B. subtilis capaces de utilizar xilosa como Unica fuente de carbono y

caracterizarlas a nivel de fermentador utilizando glucosa, xilosa y mezcla glucosa -xilosa.

6.2.1 Objetivos Especificos:
@ Generar una mutante espontanea que sea capaz de crecer en xilosa.
@ Transformar a B. subtilis con un plasmido (pE18P43glcP) que contiene el gen glcP.
(2 Caracterizar a nivel fermentador en condiciones aer6bicas y anaerébicas las cepas

derivadas de B. subtilis utilizando glucosa, xilosa y mezcla glucosa-xilosa.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Cepas y plasmidos

Todas las cepas y plasmidos utilizados se describen en las Tablas 3 y 4.

Tabla 3. Cepas utilizadas en este trabajo

Cepas Genotipo/Fenotipo Fuente
Bacillus  subtilis | Protétrofa nprE, aprE, epr, bpf, Ampr::ble | Romero, S,
CHlalsS’ AnprB::bsr Avpr::ery, als::Sp 2007
B. subtilis CH1 | Mutante espontanea con capacidad de utilizar | Este trabajo
alsS “xil* xilosa
B. subtilis 168 | Protétrofa Cepario del
Trp’ Laboratorio
B. subtilis 168/ | Similar a B. subtilis 168 prototrofa transformada | Este Trabajo
glcP con el plasmido pE18P43glcP
Tabla 4. Plasmidos utilizado en este trabajo

Plasmidos Caracteristicas Fuente
pE18P43 Derivado del plasmido pE194- cop6; contiene el sitio | Wu y Wong ,

de clonacién multiple de pUC18, posee un promotor | 1999

constitutivo P43, cuya expresion, es principalmente

en la fase estacionaria; presenta resistencia a

eritromicina y lincomicina.
pE18P43 glcP | pE18P43 que contiene el gen glcP expresado a partir | Cabrera-

del promotor P43. Valladares

2006
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El plasmido pE18P43glcP (Cabrera-Valladares, 2006) contiene el gen glcP el cual codifica

para una permeasa de glucosa. (Figura 10.)

pE18P43glcP

Figura 10. Plasmido pE18P43glcP (Cabrera-Valladares, 2006).

La cepa CH1 alsS se utiliz6 para la generacién de la mutante espontanea capaz de utilizar
xilosa como unica fuente de carbono (se describe méas adelante), debido a que, ha sido
previamente utilizada en el laboratorio. CH1 alsS™ tiene interrumpido el gene alsS
(acetolactato sintasa) por el cassette de espectinomicina. También tiene interrumpidas las siete
proteasas mayoritarias de B. subtilis (Ye et al., 1996).

La cepa B. subtilis 168 Trp* se utilizd como hospedero del plasmido pE18P43glcP, como se
presenta en los resultados de esta tesis, le confiere la capacidad de introducir xilosa al contener
el gen de la glucosa permeasa (glcP). Se decidid utilizar la cepa B. subtilis 168 Trp* para la
caracterizacion de la permeasa, debido a que, la cepa 168 Trp* es prototrofa, no tiene deletadas
las siete proteasas mayoritarias y no posee resistencia a antibidticos; representando una cepa

silvestre.

7.2 Reactivos:

-34-



7.2.1 Enzimas

Para las digestiones realizadas se utilizaron enzimas de restriccién proporcionadas por MBI
Fermentas o New England BioLabs. Se utilizaron de acuerdo a las recomendaciones de los
fabricantes.

7.2.2 Extraccién de plasmido

Las extracciones de plasmidos realizadas se llevaron a cabo por medio de un Kit de extraccion
(CONCERT Rapid plasmid Miniprep System de GibcoBRL).

7.3 Generacion de mutantes espontéaneas xil* de B. subtilis

Se obtuvieron mutantes espontaneas de B. subtilis CH1 alsS™ xil* a través del procedimiento
descrito por Schmiedel y Hillen. La cepa CH1alsS se sembro en cajas M9-xilosa 2g/L (M9-
xil). La caja fue incubada a 37°C durante 72 horas, posteriormente, las colonias observadas
fueron resembradas de nuevo en cajas M9-xil, incubandose nuevamente a 37°C durante 48
horas. Por Gltimo, se realiz6 un tercer pase, cuya incubacion fue a 37°C y durd 24 hrs. Al final,
se obtuvieron tres tamafios de colonias: grandes, medianas y chicas. Se resembraron las
colonias aisladas en cajas M9—xil Eritromicina (Eri) 5ug/mL y Lincomicina (Lin) 5ug/mL,
con la finalidad de evitar contaminantes. De cada tamafio se aislé una colonia y se realizaron

los gliceroles correspondientes.

7.4 Transformacion de B. subtilis 168 Trp*

La cepa B.subtilis 168Trp" fue transformada con los plasmidos pE18P43 (plamido control) y
pE18P43glcP (plasmido conteniendo el gen glcP), obteniéndose las cepas B. subtilis
168Trp*/P43, la cual se utiliz6 como control y es incapaz de crecer en xilosa; y la cepa B.
subtilis 168Trp*/glcP, la cual se planteo es capaz de crecer y utilizar la xilosa como Unica

fuente de carbono. Las transformaciones se realizaron a través del método de trasformacion
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para bacillus. Este método, tiene como base, la capacidad de Bacillus para alcanzar un estado

de competencia natural.

El estado de competencia es el estado fisiolgico caracteristico que permite captar e incorporar
ADN del medio exterior a su cromosoma; dicho estado se desarrolla cuando existe una
limitacion nutricional y se presenta después de la fase exponencial, durante el inicio de la fase
estacionaria. Por ultimo se ha asociado un tercer factor el cual depende del tipo celular
(dimorfismo), debido a que los cultivos competentes son heterogéneos, es decir, existen

células competentes y no competentes (lafiez, 2006).

Para realizar la transformacion fueron necesarias las siguientes soluciones: Sales Bacillus 10X,

solucion TBI, solucién TBII 'y medio Luria-Bertani.

La composicion de las sales bacillus 10x fue (para 10 mL): 1.4 g de K;HPO,, 0.6 g de
KH,PO,4, 0.2 g de (NH4)2SO4, 0.1 g de Citrato de Sodio. La solucién TBI contiene (por cada
2.5 mL de sales bacillus 10x): 0.5 % de glucosa, 5mM de MgSQO,, 0.02 g de Casaaminoacidos,
50 pg/mL de triptéfano. La solucion TBII contiene (por cada 2.5 mL de sales bacillus 10x):

0.5% de glucosa, 5mM de MgSO4, 0.01% de Casaaminoécidos, 5 pg/mL de Triptofano.

Se sembrd la cepa B. subtilis 168Trp* en una caja LB sin antibidtico, se incubé a 37°C por 16
horas. En un tubo de 150 x 15 mm se inoculd 1 mL de la solucién TBI con colonias de la cepa
B. subtilis 168Trp®. El cultivo se incubd a 37°C hasta que las células alcanzaron el estado de
competencia (de 4-5 horas aproximadamente). Una vez transcurrido el tiempo, se transfirieron

250 pL del cultivo a 2.5 mL de solucion TBII.

En tubos de 150 x 15 mm se colocaron 500 mL de la solucion TBII con el cultivo y se
agregaron 30 uL de plasmido (pE18P43 y pE18P43glcP); se incubaron a 37°C durante 1.5 hrs.
Una vez concluido el tiempo de incubacion, se procedié a plaquear, en cajas de LB con Ert
Sug/mL Lin S5pg/mL, las siguientes cantidades 100, 150, 200 uL del medio de cultivo. Todas
las cajas se incubaron a 37°C durante 30 h. De esta manera se obtuvieron tnicamente colonias

que adquirieron el plasmido, el cual les confiere resistencia a eritromicina (Eri) y lincomicina
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(Lin). Las colonias que crecieron se picaron con ayuda de palillos estériles y se transfirieron a
tubos de ensaye con 5 mL de medio Luria-Bertani Erit 5ug/mL Lin 5ug/mL. Los tubos se
incubaron a 37°C a 300 rpm durante 12 h. Transcurrido el tiempo se tomé 1mL del cultivo y
se colocd en un criovial con un 1 mL de glicerol al 80%, se congelé inmediatamente con la

ayuda de hielo seco y se almacen6 a -70°C.

Adicionalmente, a las colonias obtenidas se les extrajo plasmido y se realizd un patron de
digestién, con el fin de corroborar que el plasmido que presentaban era el pE18P43 y
pE18P43glcP. Por ultimo y para comprobar que el transportador GIcP permite la entrada de
xilosa, se estriaron cajas del medio mineral xilosa (como Unica fuente de carbono) con la cepa

BS168Trp*/glcP a fin de observar crecimiento.

7.5 Generacion de un banco de células.

Con la finalidad de tener una homogeneidad en los indculos y disminuir variaciones en los
cultivos, se realizd un banco de células. Los bancos generados fueron de las cepas CH1 alsS’,
CH1 alsS™ xil", 168 Trp*/P43 y 168 Trp*/gicP. Las cepas fueron crecidas en medio mineral
solido con agar (la preparacion del medio minimo se describe en la seccion 7.6); los azUcares
utilizados fueron glucosa o xilosa, y los antibidticos eritromicina (Eri), lincomicina (Lin) y
espectinomicina (Spt). Las cajas se incubaron a 37°C; el tiempo de incubacion vario
dependiendo de la fuente de carbono. Para glucosa el tiempo de incubacién fue de
aproximadamente, 20 h, y para xilosa de aproximadamente 26 h. Posteriormente al periodo de
incubacion, se cosecharon las células y resuspendieron en 100 mL de medio mineral con el
azucar y antibidtico(s) correspondientes. Los cultivos se incubaron a 37°C y 300 rmp durante
aproximadamente 12 h cuando se utilizd glucosa y 24 h para xilosa.; periodo en el cual llega a
la fase exponencial, obteniendo una D.O.ge0~ 2.4. Por ultimo, se almacenaron muestras en
crioviales con glicerol al 40%, a -70 °C. Los cultivos realizados fueron de glucosa, xilosa y
mezcla glucosa-xilosa, cuya concentracion final fue de 10 g/L. Las cepas CH1 alsS" y 168
Trp*/pE18P43 no se crecieron en xilosa.
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7.6 Medios de cultivos:

Para evaluar el crecimiento y metabolismo de azlcares en condiciones aerdbicas y anaerobicas
se utilizaron los siguientes medios: medio rico y medio mineral (Martinez et al. 1997), ambos
suplementados con 10 g/L de azlcar. En el caso de la evaluacion del crecimiento en mezclas

de azucares se utiliz6 5 g/L de cada azlcar evaluado.

Medio minimo cuya composicion fue (por litro) 4 g de (NH4),SOy; 5.32 g de K;HPOy; 6.4 g
de KH,PO,; 10 mg de Acido Citrico; 0.4 g de MgSO,- 7H,0; 5 mg de MnCly.; 40 mg de
CaCl,; 30 g de FeSO4- 7H,0; suplementado con 2 6 10 g/L de azucar. El sulfato de amonio y
las sales de fosfato se esterilizaron juntos (por calor) y se prepararon soluciones patron de los
otros componentes del medio, los cuales se esterilizaron por filtracion (0.22 pm) y se

adicionaron al medio base antes de inocular los cultivos.

Medio Mineral M9 (este medio es utilizado principalmente para E. coli) cuya composicion fue
(para 1000 mL) 6 g Na;HPOy4; 3 g KH,POy4; 0.5 g NaCl; 1 g NH4Cl; 100uL de CaCl, 1M; 200
uL de MgSQO,4 1M; 10 ulL de tiamina ( vitamina B12). Se adiciond 2 g/L de azucar (glucosa o
xilosa). Las sales de fosfato y cloruro de sodio y de amonio se esterilizaron juntos (por calor),
y el resto de las soluciones se esterilizaron por separado (por calor), las cuales se adicionaron

al medio base antes de inocular.

Para la recuperacion de las células transformadas se utilizé el medio Luria-Bertuani (LB) con
lincomicina y eritromicina, cuya composicion (por litro) es: 10g de bactotriptona, 5 g de
extracto de levadura y 5 g de NaCl, liquido o solidificado con agar al 1.5%. Los antibioticos
utilizados fueron lincomicina (5 pg/mL), eritromicina (5 pg/mL) para las cepas 168Trp*/P43 y
168Trp*/glcP; y espectinomicina (100 pg/mL) para las cepas CHI alsS"y CH1 alsS™ xil".

7.7 Condiciones de cultivos
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7.7.1. Desarrollo de in6culos

Los indculos se realizaron adicionando 1.8 mL del preindculo de glicerol por cada 200 mL de
medio mineral, azGcar 10 g/L y la mitad del antibi6tico. Los in6culos se incubaron a 37°C y
300 rpm durante 24 h. para los cultivos en condiciones aerdbicas y a 100 rpm durante 32 h.

para los cultivos en condiciones anaerobicas.

Los cultivos fueron inoculados centrifugando (4,000 rpm; 15 min; 25°C(equipo Sorvall
Legend MACH 1.6R rotor 75002002F)) la cantidad suficiente de indculo para obtener una
DOs0o iniciat 0.2 para los cultivos aerdbicos y 0.1 para los anaerdbicos; las células fueron
resuspendidas en una pequefia cantidad del medio y posteriormente transferidas a cada cultivo

(sin antibiotico).

La evaluacion de los cultivos se realizd6 en medio minimo con 10 g/L de azlcar y sin
antibidtico. Todos los cultivos se realizaron por duplicado, en los resultados se presenta un

promedio.

En todos los cultivos los parametros considerados para evaluar fueron: velocidad especifica de
crecimiento (u); rendimiento biomasa-sustrato (Yys); velocidad especifica de consumo de
azucar (gs); rendimiento producto-sustrato (Yys), velocidad especifica de formacion de
producto (ge). Antes de realizar los calculos, todos los datos obtenidos fueron corregidos por
el factor de dilucion en funcion de la base adicionada a los cultivos (ver anexo).

7.7.2 Cultivos aerébicos

Los cultivos aerdbicos se realizaron en fermentadores Applikon con un volumen de trabajo de
500 mL, equipados con una turbina tipo Rushton de 6 paletas planas. La temperatura fue
controlada a 37°C. El pH se mantuvo a 7.0 mediante adiciones automaticas de KOH 2N. La
espuma fue controlada mediante adiciones manuales de Silicon grado alimenticio al 10%
(Drogueria Cosmopolita). El oxigeno disuelto fue controlado por arriba del 20% (con respecto
al valor de saturacion en aire), por incrementos automaticos en la velocidad de agitacion. La

velocidad de agitacion inicial fue de 600 rpm con un flujo constante de aire, 1 vvm. Los
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cultivos fueron monitoreados y controlados mediante el Biocontrolador ADI 1010, la
adquisicion de datos se llevo a cabo con la ayuda de una computadora personal mediante el
software Bioexpert 1.20x de Applikon.

7.7.3 Cultivos anaerdbicos

Los cultivos anaerdbicos se realizaron en sistemas de mini-fermentadores, con un volumen de
trabajo de 200 mL. La temperatura fue controlada a 37°C, 100 rpm y el pH se mantuvo a 7.0
mediante la adicion automatica de KOH 2N.

7. 8 Métodos analiticos

7.8.1 Concentracion celular

En todas las fermentaciones se midi6 la concentracion celular de los cultivos a través de un
espectrofotometro Beckman DU-70. Las densidades Opticas obtenidas se convirtieron en peso
seco (DCW) por medio de un factor de conversién: 1 D.O.= 0.35 gpcw/L. ElI monitoreo de los
cultivos fue registrado cada 2 h., tomandose una muestra de 1.5 mL. EIl procesamiento de las
muestras consistio en centrifugar la muestra a 12,000 rpm durante 10 minutos. Los
sobrenadantes fueron trasferidos a un segundo tubo y almacenados a -20°C hasta su analisis.

7.8.2 Evaluacion mediante HPLC

Los acidos organicos y azUcares de los sobrenadantes se determinaron utilizando el equipo de
HPLC (cromatografia liquida de alta presion por sus siglas en inglés High performance liquid
chromatography). Las determinaciones por HPLC, se llevaron a cabo por cromatografia
isocratica con H,SO4 5Mm y NasN al 0.03% como fase mévil a un flujo de 0.5mL/min en una
columna Aminex HPX-87H a 50°C. La deteccidn se hizo simultdneamente con un detector de
arreglo de diodos (Waters 996) y un detector de indice de refraccién (Waters 410). El analisis
y procesamiento de datos se realizé con el sistema Milenium (version 3.01 Waters). Para este

estudio, los &cidos organicos que se buscaron en los sobrenadantes de las muestras fueron:
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acético y fumarico, asi como acetoina, 2,3-butanediol y etanol para las muestras de cultivos
aerdbicos; mientras que en anaerobiosis se buscO acetato, lactato, succinato y malato. La

glucosa también fue cuantificada utilizando un analizador bioquimico (Y SI modelo 2700).
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8. RESULTADOS

8.1 Generacion de mutantes espontéaneas xil* de B. subtilis

Se generaron mutantes capaces de introducir xilosa, derivadas de B. subtilis CH1 alsS’, de
acuerdo al protocolo reportado por Schmiedel y Hillen (1996) (mas detalles ver métodos 7.4).
Como se menciono en la seccion 7.4, se obtuvieron colonias de tres tamafios distintos: grande,
mediano y pequefias. Se aislé una colonia de cada tamafio; posteriormente cada una de estas
colonias se sembro en cajas LB Eri 5ug/mL Lin 5ug/mL a fin de descartar que las colonias
fuesen producto de una contaminacion. Una vez, corroborado lo anterior, se decidié trabajar
con la colonia grande, debido a que, se pensd que al crecer mas presentaba un mejor
transporte. Esta cepa se denomind CH1 alsS™ xil*.

8.2 Transformacion de la cepa 168Trp* con el plasmido pE18P43glcP

El plasmido pE18P43glcP contiene el gen glcP el cual codifica la proteina GlcP, un
transportador de la familia de la glucosa-manosa/H" simporter. Dentro de la literatura existen
pocos reportes a cerca de dicho transportador. Como se menciono en los antecedentes, la
caracterizacion del GIcP se ha llevado a cabo en E. coli obteniendo:

¢ El transportador GIcP no permite la entrada de galactosa

% Es capaz de transportar aldohexosas de la configuracion gluco (manno), sin
reconocimiento del grupo hidroxil en la posicion 2, pero presenta una estereoespecificidad

en el grupo hidroxilo del carbono 4.

Basados en este estudio se decidié transformar la cepa B. subtilis 168Trp*con el plasmido
conteniendo el gen glcP (pE18P43gclP), a fin de observar si GIcP permite el transporte de
xilosa a la célula. Obteniendo la cepa 168Trp*/gIcP. Por otra parte, también se transformo la
cepa 168Trp* con el vector pE18P43 a fin de obtener la cepa 168Trp*/P43, la cual sirvié como

control.
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Una vez realizadas las transformaciones, y para corroborar que la cepa tuviera el plasmido de
interés, se purificd el plasmido y por patron de restriccién se comprob6 que el patrén de
bandas fuera el esperado. Las enzimas utilizadas fueron Hindlll y EcoRI (Figura 11).

3000

1800

Figura 11 Patron de bandas del plasmido pE18P43glcP con las enzimas Hindl11 y EcoRlI la cual

produce dos bandas de 3000 y 1800 pb.
' MP GeneRule 1Kb DNA Ladder

8.3 Evaluacién del crecimiento de B. subtilis en condiciones aerébicas.

8.3.1 Crecimiento aerdbico en glucosa.

La caracterizacion de las cepas se llevé a cabo en medio minimo con glucosa (10 g/L). En la
figura 12 se muestran el crecimiento, consumo de glucosa y formacion de productos de las
cepas CH1 alsS’, CH1 alsS™ xil*, 168Trp*/P43 y 168Trp*/glcP, alcanzando una biomasa de
alrededor de 3.5 g/L, asi mismo la velocidad especifica de crecimiento () fue cerca de 0.6 h™
para todas las cepas. También la velocidad especifica de consumo de glucosa (qgc) y de
produccion de acético fue similar en todas las cepas, con valores de 1.2 ggic/gocwh y 0.23
Oacstico/ Oocw-N, respectivamente. Como se observa en la tabla 5 para todas las cepas la mayor
parte de la glucosa consumida fue canalizada hacia generacion de biomasa y acético con una

minima formacion de acetoina al final de la fase de crecimiento exponencial.
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Tabla 5. Rendimiento biomasa/sustrato (Yys) y producto/sustrato (Y aceticoss) del
crecimiento aerdbico en glucosa de las cepas CH1 alsS’, CH1 alsS™ xil*, 168Trp*/P43y
168Trp*/glcP

Cepa Y x5 (Goew/Gs) Y prs (9p/0s)
CH1 alsS 0.50 0.20
CH1 alsSxil* 0.51 0.20
168Trp /P43 0.45 0.20
168Trp*/glcP 0.52 0.21
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Figura 12. Crecimiento aerobico en medio minimo con 10 g/L glucosa de las cepas
A) CH1 alsS’; B) CH1 alsS™ xil*; C) 168Trp*/P43; D) 168Trp*/glcP.
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8.3.2 Crecimiento aerdbico en xilosa.

Se determind el crecimiento, consumo de azlcar y formacién de productos, en cultivos de
medio minimo con xilosa, como Unica fuente de carbono. Los cultivos con xilosa se realizaron
Unicamente con las cepas CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/glcP, las cuales fueron capaces de
introducir xilosa; como consecuencia de una mutacion o por la presencia de un transportador,
y de esta forma metabolizarla.

En lo que respecta a las cepas CH1 alsS™ y 168Trp*/P43 fueron incapaces de crecer en xilosa,
ello debido a que carecen de un transportador especifico que les permita introducirla.

En la figura 13 se observa la cinética de crecimiento, consumo de xilosa y formacion de

productos de las cepas CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/glcP.

A) o o o _‘10

s —®— Xilosa (g/L)
—v— Acetoina (g/L)

Biomasa (g/L)

'

vy Y
N P I S S 1

g —®— Xilosa (g/L)
—¥— Acetoina (g/L)

9]
~—~

0.13

# Biomasa (g/L)

o0l +————F—" 77 —F+Te&0

Tiempo (h)

Figura 13. Crecimiento aerdbico en medio minimo con xilosa en las cepas A) CH1 alsS™ xil* y B)
168Trp*/glcP.
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Tanto la cepa CH1 alsS™ xil* como la 168Trp*/glcP consumieron toda la xilosa adicionada al
medio (aproximadamente 10 g/L) y la biomasa alcanzada en ambas fue similar, cerca de 2.14

g/L.

0.4

0.3 _I_

0.2+

0.1+

Velocidad especifica de
crecimiento (u) h™

0.0
CH1 alsSxil* 168Trp */glcP

Figura 14. Velocidad especifica de crecimiento () aerdbico en xilosa de las cepas CH1 alsS™ xil* y
168Trp*/glcP.

1.00+

0.75+

.h

0.50+

0.25+4

Velocidad especifica de
consumo de xilosa (qxir)
0s/Obcw

0.00
CHZ1 als-xil* 168Trp+/pE18P43glcP

Figura 15. Velocidad especifica de consumo de xilosa (qsi) en cultivos en medio minimo con

xilosa de las cepas CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP.

En figura 14 se observa que las cepas CH1 alsS™ xil* y cepa 168Trp*/glcP alcanzaron una
velocidad especifica de crecimiento (u) similar, la cual es aproximadamente, de 0.25 h™, asi

mismo una velocidad especifica de consumo de Xxilosa de aproximadamente 0.7 gxi/Jocw h.
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(Figura 15). Para ambas cepas, CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/glcP se observd que la velocidad de
consumo de xilosa disminuye un 42% en relacion con la velocidad de consumo de glucosa de

dichas cepas.

En los cultivos de medio minimo con xilosa se detectaron pequefias cantidades de acetoina
como unico producto al final del cultivo (como se observa en la figura 13), por lo que no se

obtuvieron los parametros correspondientes.

8.3.3 Crecimiento aerdbico en mezcla glucosa-xilosa.

Se llevaron a cabo cultivos en medio minimo con mezcla glucosa-xilosa (glc-xil), con el
objetivo de realizar una comparacion entre el comportamiento de las cepas CH1 alsS™ xil* y
168 Trp*/glcP.

Las evaluaciones se realizaron con una concentracion inicial de 10 g/L de azlcares totales (5
g/L de glucosa y 5 g/L de xilosa). En la figura 16 se presenta el crecimiento, consumo de
azucar y formacion de producto de las cepas CH1 alsS, CH1 alsS xil*, 168Trp*/P43,
168Trp*/glcP.

En los cultivos en medio minimo con mezcla glc-xil las cepas CH1 alsS’, CH1 alsSxil*,
168Trp*/P43 y 168Trp*/gicP llegaron a utilizar la xilosa experimentando un crecimiento
diduxico, debido a que, primero consumieron la glucosa y posteriormente la xilosa (Figura
16). En todos los casos la glucosa se agoto a las 8 horas. La xilosa se agotd a las 16 h en la
cepa CHL1 alsS'xil*, mientras que su cepa progenitora presentd un consumo aparente de xilosa
pero no pudo consumir la xilosa adicionada en 20 h de cultivo. Asi mismo, en las cepas
168Trp*/P43 y 168Trp*/glcP se aprecié una fase de muerte celular (lisis celular) ligera,
después de agotarse la glucosa, seguida de una fase de adaptacion en la cual las cepas
comenzaron a utilizar la xilosa. Al parecer, en menor grado, este efecto también se presentd

con CH1 alsS™ y ocasiono que hubiese un consumo aparente de xilosa.
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Figura 16. Cinéticas de crecimiento aerdbico, consumo de azlcar y formacion de producto en

medio minimo con mezcla glucosa-xilosa de las cepas: A) CH1 alsS’; B) CH1 alsS™ xil*; C)
168Trp*/P43; D) 168Trp'/glcP.
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La cepa CH1 alsS'xil* presentdé un consumo total de la xilosa (3.5 g/L) a las 16 horas del
cultivo, mientras que las cepas CH1 alsS", 168Trp*/glcP y 168Trp*/P43 no consumieron toda
la xilosa atn hasta las 20 horas. Es mas el comportamiento entre 168Trp*/P43 y 168Trp*/glcP
indican que GIcP no tiene un efecto de consumo de xilosa cuando el experimento se hace con
la mezcla de azlcares. Algo interesante de este experimente es que la cepa 168Trp*/glcP no es
capaz de utilizar la xilosa como fuente de carbono una vez agotada la glucosa en cultivos
mezcla glc-xil, pareciendo que el represor XyIR permaneciera, como en una memoria sobre
cre impidiendo la transcripcion de xylAB, ya que esta misma cepa si es capaz de utilizar la

xilosa en cultivos en xilosa.

Tabla 6. Resumen de la biomasa, y rendimientos biomasa/sustrato y producto/sustrato durante el
consumo de glucosa (primera fase de crecimiento) y el consumo de la xilosa (segunda fase de
crecimiento) en las cepas CH1 alsS’, CH1 alsS™ xil*, 168Trp*/P43, 168Trp*/glcP

Cepa X mAx X max Y s U s ®Y s
(9/L) (9IL) | (Gocw/s) | (9p/Gs) | (Jocw/Ts)

CH1 alsS 1.7 2.6 0.5 0.2 0.40

CH1 alsS™ xil*, 1.5 3.3 0.5 0.2 0.30

168Trp*/P43 1.3 1.6 0.4 0.1 0.50

168Trp*/glcP 1.6 2.4 0.4 0.3 0.60

#Biomasa maxima obtenida al termino de la fase de crecimiento exponencial con glucosa.
*Biomasa méxima obtenida al termino de la fase de crecimiento exponencial con xilosa.
‘Rendimiento biomasa/glucosa obtenida de la fase de crecimiento exponencial con glucosa.
Rendimiento acético/glucosa obtenida en la fase de crecimiento con glucosa.
*Rendimiento biomasa/xilosa obtenida en la fase de crecimiento con xilosa.

En la tabla 6 se presenta la biomasa alcanzada por las cepas CH1 alsS-, CH1 alsS xil*,
168Trp*/P43, 168Trp*/gicP al termino de las fases de crecimiento con glucosa y con xilosa, en la
cual se observa que la cepa CH1 alsS-xil* alcanz6 una biomasa final, aproximadamente, 23%
mayor con respecto a las obtenidas en las cepas CH1 alsS™ y 168Trp*/glcP; y 50% mayor en
relacion con la cepa 168Trp*/P43. Por otra parte, se observa que glucosa consumida es
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canalizada hacia la formacion de biomasa y acético, mientras que aproximadamente el 45% de

la xilosa consumida es canalizada hacia la formacion de biomasa.

En la figura 17 se muestran la velocidades especificas de crecimiento alcanzadas durante el
crecimiento en glucosa como con xilosa de las cepas CH1 alsS’, CH1 alsS™ xil*, 168Trp*/P43,
168Trp*/glcP. Durante el crecimiento en glucosa todas las cepas presentaron una velocidad
especifica de crecimiento de aproximadamente de 0.54 h™, similar al valor obtenido cuando las
cepas fueron cultivadas Unicamente con glucosa (0.60 h™).En el crecimiento con xilosa la
velocidad especifica de crecimiento para las cepas CH1 alsS’, CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/glIcP es
aproximadamente de 0.13 h?, la cepa 168Trp*/P43 la cual presenté una velocidad especifica

de crecimiento en xilosa de 0.09 h.

Durante la segunda fase de crecimiento (consumo de xilosa) se observo una co-utilizacion de
la xilosa y el acético, producido durante el consumo de glucosa. La presencia del acético, junto
con los compuesto generados por la lisis celular, probablemente promueve la utilizacion de la

xilosa en las cepas CH1 alsS™ y 168Trp*/P43, las cuales carecen de un transportador para

xilosa.
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Figura 17. Velocidad especifica de crecimiento, en condiciones aerdbicas en mezcla glc-xil de las
cepas CH1 alsS’, CH1 alsS xil*, 168Trp*/P43 'y 168Trp*/glcP.
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Figura 18. Velocidad especifica de consumo (qs) de glucosay xilosa en cultivos aerdbicos en
mezcla glc-xil de las cepas CH1 alsS’, CH1 alsS™ xil*, 168Trp*/P43y 168Trp*/glcP.

Como se observa en la figura 18, las cepas CH1 alsS" y CH1 alsS™ xil* presentaron una
velocidad especifica de consumo de xilosa (Qxi) 75% menor con respecto a su velocidad
especifica de consumo de glucosa (qgi), Yy las cepas 168Trp*/P43 y 168Trp*/glcP su gy es un
85% menor con respecto a la qgc.

En cultivos de medio minimo con mezcla glc-xil el Gnico producto detectado fue el acético,
que fue producido durante la fase de crecimiento con glucosa (primera fase de crecimiento) y

posteriormente consumido junto con la xilosa durante la segunda fase de crecimiento.

8.4 Evaluacion del crecimiento de B. subtilis en condiciones anaerdbicas.

La caracterizacion anaerdbica de las cepas CH1 alsS, CH1 alsS™ xil*, 168Trp*/P43 y
168Trp*/glcP, se realizd en el sistema de mini-fermentadores no aereados (fleakers), bajo las
condiciones previamente descritas en métodos y materiales (seccion 7.7.3).

Al igual que en el crecimiento aerdbico, se utilizaron la glucosa, xilosa y mezcla glucosa-

xilosa como fuentes de carbono, evaluando el crecimiento, consumo de azucar y formacion de

productos de las cepas.
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8.4.1 Crecimiento anaerobico en glucosa.

Se utiliz6 la glucosa como primera fuente de carbono, con la finalidad de observar el
comportamiento de las cepas, asi como también poder establecer una base comparativa para la
xilosa. La cinética de crecimiento, consumo de azucar y formacién de productos en medio
minimo con glucosa de las cepas CH1 alsS”, CH1 alsSxil*, 168Trp*/P43 y 168Trp*/glcP, se
presentan en la figura 19.

En la figura 19 se observa que el consumo de glucosa se llevd a cabo tanto en la fase
exponencial como en la estacionaria. En las cepas CH1 alsS'xil*, 168Trp*/P43 y 168Trp*/glcP
el 52% de la glucosa total es consumida en la fase estacionaria, mientras que la cepa CH1 alsS”
la glucosa es consumida en proporciones similares en ambas fases (fase exponencial 47% y
estacionaria 45%). Asi mismo, se observa que las cepas CH1 alsS™ xil*, 168Trp*/P43 y
168Trp*/glcP presentan dos fases de crecimiento, mientras la cepa CH1 alsS presenta sélo una
fase.
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Figura 19. Crecimiento anaerdbico en medio minimo con glucosa de las cepas: A) CH1 alsS’; B)
CH1 alsS™ xil*; C) 168Trp*/P43; D) 168Trp*/glcP.
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Durante el crecimiento exponencial las cepas CH1 alsS" y 168Trp*/P43 alcanzaron una
biomasa de de 0.15 g/L aproximadamente, mientras que las cepas CH1 alsS™ xil* y
168Trp*/glcP su biomasa (0.23 g/L) fue 27 % mayor en relacion con sus parentales.

En la figura 20 se muestra la velocidad especifica de crecimiento (u) de todas las cepas, en la
cual se observa que las cepas CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/glcP presentaron una velocidad
especifica de crecimiento (0.057 y 0.065 h™, respectivamente) 25% mayor con respecto sus
parentales (0.048 h™).
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Figura 20. Velocidad especifica de crecimiento, en cultivos anaerdbicos en medio minimo con
glucosa de las cepas CH1 alsS; CH1 alsS xil*; 168Trp*/P43; D) 168Trp'/glcP.

En la figura 21 se muestra la velocidad de especifica de consumo de glucosa (dgc) donde se
observa que la cepa CH1 alsS™ xil* posee una qgic 0.9 * 0.040 gs/gocw.h que representa un 20%
menor con respecto a la obtenida en la cepa CH1 alsS™ (1.1 £ 0.064 gy/Qocw.h), mientras las
cepas 168Trp*/P43 y 168Trp*/glcP presentan una gge 1.3 + .342 y 1.0 + 0.064 gs/gocwh,

respectivamente.
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Figura 21. Velocidad especifica de consumo de glucosa durante la fase exponencial en

anaerobiosis con glucosa de las cepas CH1 alsS’, CH1 alsS xil*, 168Trp*/P43, 168Trp*/glcP

Los productos obtenidos al final de la fermentacién en medio minimo con glucosa fueron
principalmente lactato y pequefias cantidades de acetato y succinato, para las cepas CH1 alsS’,
CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/glcP, excepto la cepa 168Trp*/P43 la cual solamente se detectd

lactato.

La produccion de lactato se presenta durante la fase de crecimiento y la fase estacionaria, lo
que significa que la produccion de lactato es constitutiva. La velocidad especifica de
produccién de lactato (Qactato) €S Mayor entre un 45 y 65% durante la fase exponencial

comparandola con la estacionaria (Figura 22).
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Figura 22. Comparacion de velocidad especifica de produccion de lactato (Qactato), €N la fase
exponencial (a) y en la fase estacionaria (b), en cultivos anaerdbicos en medio minimo con
glucosa de las cepas CH1 alsS’, CH1 alsS” xil*, 168Trp*/P43, 168Trp*/glcP.

En la figura 22 se muestran las gréficas de la velocidad especifica de produccion de lactato
(Cractato) €N las fases de crecimiento y estacionaria. Como se observa, durante la fase
exponencial las cepas CH1 alsS™ y 168Trp*/glcP presentaron una Qactato 30% mayor (1.18 y 0.96
go/gocwh, respectivamente) con respecto a las obtenidas en las cepas CH1 alsSxil* (0.92
9o/gocwh) y 168Trp*/P43 (0.65 gy/gocwh). EN la fase estacionaria 1as qacato fueron similares entre
las cepas parentales y sus derivadas (0.53, 0.55 y 0.69, 0.65 gp/gocw ).

Como se menciond anteriormente también se produjo acetato y succinato pero las cantidades

fueron minimas, por lo que no se obtuvieron los pardmetros correspondientes.
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Tabla 7. Rendimiento biomasa-sustrato (Y piomasasustrato) Y Producto- sustrato (Y actatorGlucosa), de€l
crecimiento anaerdbico en glucosa de las cepas CH1 alsS’, CH1 alsS xil*, 168Trp*/P43y
168Trp*/glcP

Cepa Y xs Yris
(9owc/0s) (90/95)

CH1 alsS’ 0.043 1.04
CH1 alsS - xil* 0.063 1.02
168Trp+/P43 0.039 0.51
168Trp“glcP 0.064 1.03

Como se observa en la tabla 7, las cepas CH1 alsS’, CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/glcP canalizaron la
glucosa consumida hacia la formacion de lactato, mientras que la cepa 168Trp*/P43 se observa
que solo la mitad de la glucosa consumida fue canalizada hacia lactato, a pesar de que no se
reporto otro producto.

8.4.2 Crecimiento anaerdbico en xilosa

Se llevaron a cabo cultivos anaerdbicos en medio minimo con xilosa, con la finalidad de

observar si B. subtilis es capaz de fermentar la xilosa y los productos que de ella se derivan.
Los cultivos anaerdbico en xilosa se realizaron con CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/glcP cuyas

gréaficas de crecimiento, consumo de azucar y formacion de productos se presenta en la figura
23.
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Figura 23 Crecimiento anaerdbico en medio minimo con xilosa de las cepas A) CHL1 alsS™ xil* y
B) 168Trp*/glcP.

En la figura 23 se observa que las cepas CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/gicP fueron capaces de
utilizar la xilosa, aunque muy lento, bajo condiciones anaerébicas y cuyo consumo se presenta

tanto en la fase exponencial como la estacionaria.

A las 20 h del cultivo, las cepa CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/glcP consumieron cerca de un 50%
de la xilosa total (8.5 g/L). Las proporciones en las cuales fue consumida la xilosa en el
transcurso de la fermentacion fueron para la cepa CH1 alsS™ xil* un 44% durante la fase
exponencial y un 34% en la estacionaria, mientras la cepa 168Trp*/glcP un 33 % se realiz6 en
la fase exponencial y un 42 % en la estacionaria.
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Como observa en las gréficas, el crecimiento de las cepas CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/glcP fue
similar. Las cepas alcanzaron una biomasa (Xwmax) de 0.11 g/L, asi mismo la velocidad
especifica de crecimiento (u) es alrededor de 0.036 h™ (figura 24) y la velocidad especifica de

consumo de xilosa (qxi)) es de 0.5 gs/gocw h (figura 25).
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Figura 24. Velocidad especifica de crecimiento (p) en cultivos anaerdbicos en medio minimo en

xilosa, de las cepas CH1 alsSxil* y 168Trp*/glcP.
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Figura 25. Velocidad especifica de consumo de xilosa (qxi) en cultivos anaerdbicos en medio

minimo de las cepas CH1 alsSxil* y 168Trp+/glcP

Comparando los resultado obtenidos en cultivos en medio minimo con xilosa con los
observados en el mismo medio pero con glucosa para las cepas CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/glcP,

observamos que la velocidad especifica de crecimiento en xilosa disminuye aproximadamente
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un 50% en relacién con la obtenida en glucosa. En cuanto a la velocidad especifica de
consumo de xilosa, ésta disminuye entre un 40 y 50%, respectivamente, comparandola con la
correspondiente en glucosa. Cabe aclarar que se obtuvieron cepas capaces de utilizar la xilosa,
aunque lento, como Unica fuente de carbono bajo condiciones anaerdbicas, lo cual no ha sido

reportado en la literatura.

En cultivos anaerdbicos en medio minimo con xilosa los productos encontrados por el HPLC
fueron principalmente lactato y en pequefiisimas cantidades acetato y succinato. La
produccién de lactato se presento desde la fase exponencial. En la figura 26 se muestra las

gréaficas de velocidad especifica de produccion de lactato para ambas fases.
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Figura 26. Comparacion de velocidad especifica de produccion de lactato (Qactato), €N la fase

exponencial (a) y en la fase estacionaria (b), de las cepas CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/glcP.
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Como se observa en la fase exponencial la velocidad especifica de produccion de lactato
(Quactato) de la cepa CH1 alsS'xi* (0.31 gp/gocwh) fue 9% menor en relacion con la cepa
168Trp*/glcP (0.34 ge/gocwh), en tanto que, en la fase estacionaria la Qactato de ambas cepas

fue similar, aproximadamente 0.21 gp/gocw h.

Al analizar los rendimientos biomasa/sustrato (Yys) y producto/ sustrato (Yrss) se observa que
el 66% de la xilosa consumida (3.9 g/L) fue canalizada hacia la formacion de lactato, cuya
produccion final fue 2.6 g/L para CH1 alsS'xil* y 2.7 g/L para la 168Trp*/glcP.

8.4.3 Crecimiento anaerobico en mezcla glucosa-xilosa (glc-xil)

Se realizaron cultivos anaerébicos en medio minimo con mezcla glc-xil en las cepas CH1 alsS

, CH1 alsS'xil*, 168Trp*/P43, 168Trp*/glcP. En la figura 27 se presenta el crecimiento,

consumo de azucares y formacién de productos de la cepa mencionadas.
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Figura 27. Crecimiento anaerobico en medio minimo con mezcla glc-xil de las cepas A) CH1 alsS
; B)YCH1 alsS'xil*; C) 168Trp’/P43; D) 168Trp*/glcP.
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Las cepas CH1 alsS™ y CH1 alsSxil* presentan un crecimiento diduxico aparente, en el cual se
advierte una etapa de lisis celular al agotarse la glucosa para posteriormente crecer,
probablemente utilizando los componentes de los productos de la lisis celular, y en el caso de
CH1 alsSxil* se observd un ligero consumo de xilosa, el cual no es muy claro, ya que no se
refleja en la produccion de lactato. En las cepas 168Trp*/P43 y 168Trp*/glcP no se observa un
crecimiento diauxico ya que una vez agotada la glucosa, las cepas experimentan una lisis
celular, la cual es seguida de una fase estacionaria, en la que no hay consumo de xilosa. En

todos los casos las cepas consumieron toda la glucosa en un intervalo de tiempo de 24 a 30 h.

Durante la fase de crecimiento con glucosa, la cepa CH1 alsSxil* presentd un incremento del
50% en su biomasa con respecto a la cepa CH1 alsS, en tanto que la cepa 168Trp*/glcP
increment6 un 31% su biomasa en relacion con la 168Trp*/P43.

Como podemos observar los cultivos anaerdbicos en medio minimo con mezcla glc-xil de las
cepas 168Trp*/P43 y 168Trp*/glcP presentan crecimiento Unicamente al utilizar la glucosa,
una vez agotada la glucosa experimentan un lisis celular precedida de una fase estacionaria.
Durante la fase de lisis celular, la cual durd aproximadamente 18.5hrs, la biomasa disminuyo
un 55.6% para la cepa 168Trp*/P43 y un 17% para la 168Trp*/glcP en relacion con la
alcanzada en la primera fase de crecimiento, posteriormente entraron en una fase estacionaria.
Al final de la fermentacion las cepas mantuvieron una biomasa de 0.087 g/L para la cepa
169Trp*/P43y 0.241 g/L para la cepa 168Trp*/glcP.
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Figura 28. Velocidad especifica de crecimiento en cultivos anaerdbicos en medio minimo con
mezcla glc-xil de las cepas A) CH1 alsS™; B) CH1 alsS'xil*; C) 168Trp*/P43; D) 168Trp*/glcP.

En la figura 28 se presenta la velocidad especifica de crecimiento (u) de las cepas CH1 alsS’,
CH1 alsS'xil*, 168Trp*/P43 y 168Trp*/glcP, durante el crecimiento en glucosa y en xilosa. Se
observa que las cepas CH1 alsS” xil* y 168Trp*/glcP presentaron un incremento del 20% en su
Ugic, €N relacion a las cepas CH1 alsS y 168Trp*/P43, lo cual concuerda con los resultados
obtenidos cuando las cepas fueron cultivas en anaerobiosis usando glucosa como Unica fuente
de carbono. El crecimiento observado en las cepa CH1 alsS™ y CH1 alsS'xil* durante la
segunda fase de crecimiento, se debe probablemente a los componentes liberados al medio
durante la fase de lisis que sufrid la cepa, mas que por la utilizacion de xilosa.

Las cepas 168Trp*/P43 y 168Trp*/glcP no fueron capaces de utilizar la xilosa en mezcla glc-

xil bajo condiciones anaerobicas.
Las velocidades especificas de consumo de azucar (gs) de los cultivos medio minimo en

mezcla glc-xil de las cepas CH1 alsS, CH1 alsSxil*, 168Trp*/P43 y 168Trp*/glcP se
presentan en la figura 29.
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Figura 29. Velocidad especifica de consumo de glucosa (qgi) en cultivos anaerdbicos en medio

minimo con mezcla glc-xil de las cepas CH1 alsS’, CH1 alsS  xil*, 168Trp*/P43 'y 168Trp*/glcP.

Podemos observar que la gq. de la cepa 168Trp*/glcP (1.00 gqi/gncw 'h) aumentd alrededor de
un 20% respecto a 168Trp*/P43 (0.7 gg/gocw h), mientras que la gqic de las cepas CH1 alsS™ y
CH1 alsS'xil* fueron similares (1.02 £0.34 y 0.9 + 0.029 gqi/gocw h respectivamente). Las
cepas con fondo genético CH1 presentaron una velocidad especifica de consumo aparente de
xilosa (qxir) de 0.1y 0.4 gxil/ gocw h respectivamente.

Al final de los cultivos anaerébicos en medio minimo en mezcla glc-xil, los productos
obtenidos fueron principalmente lactato y en pequefiisimas cantidades acetato y succinato. La
produccién de lactato se presentd durante la fase de crecimiento con glucosa para todas las
cepas.

En todas las cepas el 100% del lactato obtenido se produjo en la fase del crecimiento
exponencial con glucosa, mientras que en la fase del crecimiento exponencial con xilosa se
reporta la obtencién de pequefiisimas cantidades de acetato y succinato (No reportadas, debido
a que era muy poco).

- 66 -



1.5+

1.0+

0.5+

(qléctico) gp/g DCW'h

Velocidad especifica de
formacién de lactico

0.0

CH1 alsS CH1 alsSxil* 168Trp /P43 168Trp */glcP

Figura 30. Velocidad especifica de produccion de lactato (Qactato), €N la fase exponencial en
cultivos anaerdbicos en medio minimo con mezcla glc-xil de las cepas CH1 alsS’, CH1 alsS™ xil*,
168Trp*/P43y 168Trp*/glcP.

En la figura 30 se presenta la velocidad especifica de produccion de lactato (Qactate) de las
cepas CH1 alsS’, CH1 alsSxil*, 168Trp*/P43 y 168Trp*/glcP durante la fase de crecimiento
exponencial correspondiente a los cultivos en medio minimo con mezcla glc-xil. Como se
observa las cepas CH1 alsS'xil* y 168Trp*/gIcP poseen una Qjactato Similar (0.98 + 0.034 y 1.03
+ 0.019 gactato/gocwh) durante la fase exponencial en el crecimiento con glucosa; mientras que
la cepa CH1 alsS™ presenta una Qiactato de 0.06 Qiactato/gocwh durante la fase exponencial y una
Oftactato d€ 0.31 Qlactato/Jocwh durante la fase estacionaria. La cepa 168Trp*/P43 presenta un Giactato

67% menor durante la fase estacionaria en relacion con la obtenida en la fase exponencial.
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9.-DISCUSION

Una de las metas de la biotecnologia y especificamente la ingenieria metabdlica es ampliar el
rango de sustratos que utiliza determinada cepa de un organismo, a fin de aprovechar al
maximo los sustratos presentes en la biomasa vegetal. Partiendo de lo anterior, este trabajo
tuvo el objetivo de obtener y construir cepas derivada de B. subtilis capaces de utilizar xilosa,
debido a que B. subtilis posee las enzimas necesarias para catabolizar la xilosa, pero carece de
un transportador para introducirla. De esta manera se puede aprovechar por B. subtilis los dos

azucares mas abundantes en la naturaleza: glucosa y xilosa.

Para lograr lo anterior se abordaron las siguientes alternativas:

e Obtener una mutante espontanea xil* siguiendo el método descrito por Schmiedel y
Hillen (1994).

e Introducir un transportador especifico simporte dependiente de H* que permita la
entrada de xilosa.

Primero, se obtuvo una mutante espontanea Xil® derivada de la cepa CH1 alsS™ la cual se
denomind CH1 alsS xil*.

La permeasa de glucosa (GIcP) de B. subtilis permite la entrada de aldohexosas de la
configuracion gluco (mano), sin reconocimiento del grupo hidroxil en la posicion 2, y
considerando que la xilosa es una aldopentosa, se decidié evaluar el potencial de (glcP) para
introducir en B. subtilis xilosa. La cepa 168Trp® fue transformada con el plasmido
pE18P43glcP, el cual contenia la permeasa de glucosa (glcP), obteniendo la cepa
168Trp+/glcP, que segun pudimos comprobar, fue capaz de crecer en Xilosa como Unica

fuente carbono.
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Una vez obtenidas las cepas CH1 alsS'xil* y 168Trp*/glcP se llevaron a cabo cultivos
aerdbicos y anaerdbicos en medio minimo con el fin de recabar informacion acerca de los

aspectos metabdlicos, de crecimiento y formacién de productos en la utilizacién de xilosa.

Crecimiento aerdbico

En busca de un mejor entendimiento de los aspectos bioenergéticos y su impacto en la
formacién de producto se realizaron cultivos aerébicos en medio minimo con glucosa, xilosa y
mezcla glucosa-xilosa para las cepas CH1 alsS’, CH1 alsS'xil*, 168Trp*/P43 y 168Trp*/glcP.
Las cuales presentan una velocidad especifica de crecimiento similar y que demuestra que el

metabolismo de la glucosa en las cepas CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/glcP no se modificd.

Respecto al crecimiento aerdbico con xilosa, las cepas CH1 alsSxil* y 168Trp*/glcP fueron
capaces de crecer utilizando la xilosa como unica fuente de carbono. Esto demuestra que GlcP
es funcional con el vector evaluado y que permite transportar xilosa, activando el operén

xylAB y permitiendo el metabolismo de la xilosa.

Comparando los resultados de glucosa y xilosa de las misma cepas vemos que la velocidad
especifica de crecimiento (u) disminuye un 60% para la mutante y un 40% para la
transformada. Asi mismo, la biomasa alcanzada en xilosa es 40% menor comparandola con la
glucosa; y en general todos los parametros disminuyen en presencia de xilosa, probablemente,
como consecuencia de una limitacion en la capacidad de transporte de xilosa o bien por la
insuficiente induccion del XylA y XyIB para fosforilar e isomerizar a la xilosa. Para ver si se
debe a una limitacion en la capacidad de transporte de xilosa se podria medir la Xxilosa

introducida por medio de xilosa marcada radiactivamente.

En cultivos con mezclas de carbohidratos, las bacterias frecuentemente consumen primero el
carbohidrato que aporta mayor cantidad de energia. EI consumo de los otros carbohidratos
ocurre después del agotamiento del carbohidrato preferido, presentando varias fases de
crecimiento exponencial, las cuales estan separadas por fases de adaptacion. A éste fenémeno
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se le denomina crecimiento diauxico, y depende de la represion que ejercen uno azlcares

sobre el consumo de otros (Dauner, et al, 2002).

Durante el crecimiento diduxico el consumo de cada uno de los carbohidratos esta
generalmente sujeto a represion catabdlica por glucosa. Es decir la glucosa es metabolizada
primeramente y una vez que se ha agotado la misma, los otros azlcares son metabolizados. De
tal forma que, en cultivos de mezclas de azlcares, los azicares no pueden ser metabolizadas

simultaneamente de manera rapida y eficiente (Herndndez-Montalvo et al., 2001).

La represion catabolica es un mecanismo de regulacion por medio del cual la célula coordina
el metabolismo de las fuentes de carbono y energia, para maximizar su eficiencia y regular
otros procesos metabolicos. En B. subtilis, como en la mayoria de las bacterias, la represion
catabdlica por glucosa depende de un sistema global que regula fuertemente la expresiéon de

genes y operones involucrados en el metabolismo de otros carbohidratos (Chambliss, 1993).

Los cultivos aerdbicos realizados en medio minimo con mezcla glc-xil de las cepas CH1 alsS’,
CH1 alsS™ xil*, 168Trp*/P43 y 168Trp*glcP muestran un crecimiento diduxico, el cual indica
que el metabolismo de xilosa esta fuertemente reprimido por la glucosa presente en el medio

de cultivo.

A pesar de que las cepas CH1 alsS'xil* y 168Trp*/gIcP presentan, ya sea una mutacion o una
permeasa de glucosa que les permiten la entrada de xilosa, son incapaces de utilizarla debido a
la represion catabolica por glucosa a la cual estd sometido el operdn. Dicha represion
catabdlica (CCR) depende de la presencia del elemento ADN cis-actuando (CcpA) vy el
elemento de respuesta catabolica (cre) localizado dentro del marco de lectura abierta de xylA
(Gérther, 1988; Rygus y Hillen, 1992). Por lo que es necesario eliminar la represién ejercida

por la glucosa con la finalidad de que pueda haber una co-utilizacién de la glucosa y xilosa.
Durante el crecimiento aerébico en mezcla glucosa-xilosa, se observa que las cepas CH1 alsS

y 168Trp*/P43 fueron capaces de utilizar la xilosa, debido, probablemente a la co-utilizacion
y/o presencia de acético.
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Tanto en el crecimiento aerébico en medio minimo con glucosa como con mezcla glc —xil, el
acético fue detectado como principal producto. La formacién de acético, en los cultivos con
mezclas glc-xil se presentd en la primera fase de crecimiento, como consecuencia del

metabolismo de glucosa.

En B. subtilis la formacién de acético a partir de acetil-CoA es catalizada en una reaccion de
dos pasos por la fosfotransacetilasa (Pta) y acetato cinasa (Ack), con la concomitante
produccién de ATP (una molécula de ATP por una molécula de acetato) (Cruz- Ramos et al.,
2000; Hederstedt 1993; Sonenshein 2002)

En el caso de los cultivos en medio minimo en mezcla glc-xil, el acético producido durante la
fase de crecimiento es co-metabolizado junto con la xilosa durante la segunda fase de
crecimiento. El acético es metabolizado a través de la via de acetil-CoA sintetasa (AcsA),
debido a que B. subtilis carece del ciclo de glioxilato; sirviendo potencialmente como fuente

de energia para el catabolismo en el ciclo de los ATC (Dauner et al, 2002).

Crecimiento anaerdbico

En el crecimiento anaerdbico en medio minimo con glucosa, se observd que las cepas
alcanzan velocidades especifica de crecimiento, aproximadamente, un 90% menor en relacion
con la obtenida bajo condiciones aerdbicas. Dentro de la literatura encontramos que B. subtilis
posee una ruta de fermentacion muy deficiente, por lo que es necesario adicionar
intermediarios metabdlicos (piruvato) o nutrimentos adicionales como vitaminas Yy/o
aminodcidos al medio, junto con la fuente de carbono (Nakano et al., 1997; Cruz-Ramos et al.,
2000). Una de las razones que se propone para explicar este fendmenos es que B. subtilis
requiere de piruvato ya que la cantidad de piruvato acumulado por la glicélisis no es suficiente
para inducir la expresion de los genes involucrados en el metabolismo del mismo. En el caso
de los aminoacidos pueden estimular la fermentacion, debido a que algunos aminoacidos

generan piruvato (Nakano et al., 1997).
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Al comparar las cepas CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/gIcP con la CH1 alsS™ y 168Trp*/P43, las
primeras mejoraron un 25% su peie, lo cual indico que tanto el transportador GlcP, como la
mutacion, mejoran el consumo de glucosa. Por otra parte, el transportador GIcP puede
considerarse como una alternativa viable en cepas productoras de etanol o lactato, ya que

permite un ligero incremento en el consumo de glucosa.

En los cultivos anaerébicos en medio minimo con xilosa las cepas CH1 alsS™ xil* y
168Trp*/glcP fueron capaces de utilizar lentamente la xilosa como Unica fuente de carbono
bajo, presentando una velocidad especifica de crecimiento de 0.036 h la cual fue un 88%
menor con respecto a la obtenida en los cultivos aerdbicos con xilosa. No obstante los
resultados indicaron que el transportador GlcP es suficiente para que B. subtilis sea capaz de
introducir y metabolizar la xilosa a intermediarios de la via de la pentosas, tanto en

condiciones aerobicas como anaerdébicas.

Al analizar los resultados obtenidos entre las cepas CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/glcP se observo
que presentan un comportamiento muy similar, lo que nos lleva a pensar que tal vez, la
mutacion ocasionada en la cepa CH1 alsSxil* implica al transportador GlcP, aunque para
comprobar esta hipétesis se podria realizar un estudio de microarreglos, para ver la expresion
de GlcP.

Al comparar los datos obtenidos en los cultivos anaerdbicos con xilosa de las cepas CH1 alsS
xil* y 168Trp+/glcP con los correspondientes con glucosa, se observa una disminucion del
50% en todos los pardmetros (u, X gs), probablemente, como consecuencia de la limitada
produccién de ATP, debido a que, en la fermentacién de la xilosa los requerimientos
energéticos para su transporte y fosforilacion son mayores en comparacion con la glucosa.
(Hernandez — Bustos, 2003).

La glucosa es transportada y posteriormente fosforilada por el sistema de la fosfotransferasa
(PTS), la cual solo utiliza un fosfato, mientras que la xilosa es transportada por un sistema
simporte —H" y fosforilada por una cinasa intracelular dependiente de ATP. Es asi como la de
glucosa requiere un ATP mientras que para la xilosa se requieren 2 ATP, por el cual el

-72-



rendimiento neto de la conversidon de glucosa a piruvato es de 2 ATP, mientras que para la
xilosa es de 0.67 ATP (Tao et al, 2001 en Hernandez-Bustos, 2003). En la figura 31 se
muestra la comparacion del balance energético de E. coli durante la utilizacion glucosa vs.

xilosa.
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Figura 31. Balance de ATP y NADH en el metabolismo de azlcares en Escherichia coli.
(Tao et al. (2001) en Hernandez —Bustos, 2003)

O Cconsumo o produccion de ATP
() Consumo o produccién de NADH
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En la literatura se reporta que B. subtilis experimenta una lisis celular una vez que se agota la
fuente de carbono o nitrégeno o se enfrenta a una limitante de nutrientes (Jolliffe et al, 1980).
Varios grupos de investigacion han demostrado que la sintesis de proteasas extracelulares B.
subtilis esta directamente relacionada en el control de la autolisis mediante modulacion de la
actividad de las enzimas autoliticas La actividad autolitica esta relacionada con la renovacion
de los componentes (peptidoglicanos) de la pared celular durante el crecimiento (Jolliffe et al,
1980). Esto podria indicar por qué tanto en los cultivos aerébicos como anaerébicos en medio
minimo con mezcla glc-xil se observa un crecimiento dialixico después de agotarse la glucosa
la primera fase de crecimiento, las cepas experimentan una muerte celular, la cual dura entre
2-4 h para los cultivos aer6bicos y 24 h para los cultivos anaerdbicos, después de éste tiempo

las cepas comienzan una segunda fase aparente de crecimiento.

Como se menciond anteriormente después de la fase de lisis celular se observa una segunda
fase de crecimiento. En ambas condiciones de crecimiento (aerdbicas y anaerdbicas) la
segunda fase no se debe a un proceso de germinacion-esporulacion durante la fase de muerte

celular debido a que:

1.- El proceso de esporulacién se lleva en ocho estadios en un periodo aproximado de 8 h (en
medio rico) y se inicia durante la fase crecimiento estacionario (Martinez, 1997 en Hernandez-
Bustos, 2003). En el caso de los cultivos evaluados se observé gue ninguna cepa presenta una
fase estacionaria; las cepas CH1 alsS™ y CH1 alsS™ xil* en condiciones aer6bicas presentan una

fase de adaptacion la cual es antecedida por la muerte celular.

2.- En condiciones anaerodbicas, en donde el proceso de muerte y adaptacion tienen una mayor
duracion, el proceso de esporulacion no puede darse, debido a que, B. subtilis pierde la
capacidad de esporular bajo estas condiciones (Espinosa-Monteros et al, 2001; Hoffman et al,
1995).

Después de la fase de muerte celular, el medio de cultivo se ve enriquecido por la presencia de

los componente provenientes de la lisis del material celular (Herndndez-Bustos, 2003). Al

parecer las cepas 168Trp*/P43 y 168Trp*/glcP utilizan estos componentes sdlo para el
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mantenimiento del metabolismo, ya que no se observa ni crecimiento ni formacién de

producto durante la segunda fase de crecimiento.

Al analizar el crecimiento anaerdbico en mezcla glc-xil de la cepa 168Trp*/glcP, se observo
gue no presenta una segunda fase de crecimiento, no obstante, se aprecia un ligero consumo de
xilosa cuando la cepa entra en fase estacionaria, el cual probablemente utiliza para el

mantenimiento del metabolismo.

Como se menciona en los antecedentes B. subtilis utiliza la piruvato deshidrogenada (PDH)
para el crecimiento fermentativo, durante el cual el NADH es reoxidado por la conversion de
piruvato a lactato por la L-lactato deshidrogenada (IctE); acetoina y 2,3-butanodiol por a-
acetolactato sintasa (alsS), a-acetolactato descarboxilasa (alsD), y acetoina reductasa; y etanol
por aldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenada. De tal forma que el balance redox es
mantenido por la produccion de lactato y butanediol (Nakano y Zuber, 1998; Nakano y Zuber,
2002). Al término de todas las fermentaciones anaerdbicas se obtuvo lactato como principal
producto.

Finalmente al realizar el balance de carbono en los cultivos anaerdbicos se observd lo

siguiente:

a) Tanto en los cultivos anaerdbicos en medio minimo en glucosa como con mezcla glc-
xil las cepas CH1 alsS” CH1 alsS™ xil* y 168trp+/glcP dirigieron el 98% de la glucosa
consumida a la produccion de lactato, el 2% se canaliza hacia el crecimiento y
formacion de acetato y succinato. Mientras que la cepa 168Trp+/P43 solo invirtio el
76% de la glucosa consumida a la produccion de lactato.

b) Los cultivos anaerdbicos en xilosa tanto la cepa CH1 alsS™ xil* como la 168Trp+/glcP
canalizaron el 66% de xilosa consumida hacia lactato.
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10. CONCLUSIONES

Se obtuvieron dos cepas B. subtilis capaces de utilizar xilosa como Unica fuente de carbono,
bajo condiciones aerébicas como anaerdbicas. La cepa CH1 alsS™ xil* mutante espontanea xil”
derivada de CH1 alsS™ y la cepa 168Trp*/glcP la cual contiene la permeasa de glucosa GIcP,

un transportador simporte-H".

En condiciones aerdbicas la cepa 168Trp*/glcP crecid mejor en relacion con la cepa
168Trp*/P43. No obstante, las cepas CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/glcP no presentaron cambios en
el metabolismo de la glucosa en relacion con las cepas CH1 alsS™ y168Trp*/P43. El flujo de
carbono se dirige principalmente hacia la formacidn de biomasa y acético.

En los cultivos anaerdbicos con glucosa las cepas CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/glcP, mejoraron

un 27% su velocidad especifica de crecimiento con respecto a sus parentales.

El crecimiento aerdbico en medio minimo en xilosa de las cepas CH1 alsSxil* y 168Trp*/glcP
mostro que tanto el transportador GlcP como la mutacion son capaces de transportar la xilosa,
permitiendo la activacion del operon xylAB y asi ser metabolizada produciendo intermediarios
de la via de las pentosas.

Probablemente, debido a un mayor requerimiento energético en el transporte y fosforilacién de
xilosa, las cepas CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/glcP obtuvieron velocidades especificas de
crecimiento aproximadamente un 60% y 45% menores en relacidn con la obtenidas en glucosa
bajo condiciones anaerdbicas, mientras que para aerobiosis esta disminucion se debe,
probablemente, por una incapacidad de XylA y XyIB para fosforilar e isomerizar la xilosa o
bien por la capacidad de la via de las pentosas.

El crecimiento diatxico presentado en los cultivos aerdbicos para las cepas CH1 alsS’, CH1

alsS™ xil*, 168Trp*/P43 y 168Trp*/glcP mostré que la glucosa reprime catabdlicamente la
utilizacién de la xilosa. Esto debe ocurrir mediante la represion del operén xylAB.
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El crecimiento de las cepas CH1 alsS 'y 168Trp*/P43 durante la segunda fase de crecimiento
en los cultivos aerdbicos en mezclas, se debe probablemente a la presencia del acético en el

medio, y el cual es co-metabolizado con la xilosa.

Se obtuvo lactato como producto principal en todos los cultivos anaer6bicos; mientras que en
los cultivos aerdbicos el producto obtenido fue el acético. La obtencion de productos nos
indica que las cepas CH1 alsS™ xil* y 168Trp*/glcP maximizan la utilizacién de la xilosa y la

convierten en productos Utiles para el ser humano.

Los resultados obtenidos en los cultivos aerébicos y anaerébicos en xilosa, mostraron que el
transportador GIcP permite el transporte xilosa lo cual es congruente, debido a que la xilosa es
una aldopentosa y la Unica diferencia con los azucares reportados es que es una pentosa. De tal
forma se concluyd que el GlcP, ademas de permitir la entrada de glucosa, manosa, 2-
Deoxiglucosa y metil a- glucosidos, también permite la entrada de Xxilosa, lo cual demuestra

que GlcP presenta una amplia utilizacién de azlcares.

Finalmente el transportador GlcP ofrece una ventaja energética a la cepa, debido a que es
independiente de ATP.
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11. PERSPECTIVAS

Con el fin de mejorar la utilizacion de xilosa de cepas CH1 alsSxil* y 168Trp*/glcP se
propone eliminar la represion catabdlica por glucosa, a través de la delecién del sitio cre
(elemento de respuesta catabélica) localizado en la secuencia del gen estructural de xylA
y/o el represor R (xyIR) a fin de obtener una cepa de B. subtilis capaz de metabolizar
glucosa y xilosa a la par. En estudios realizados por Schmiedel y Hillen (1996) sobre la
contribucién de XyIR, CcpA y cre en el crecimiento diauxico en Bacillus megaterium,
encontraron que la inactivacion de xyIR incrementa dos veces la expresion de xylA sobre
glucosa. La delecion de cre presenta un efecto mas marcado, reduciendo la represion
inducida por glucosa en 13 veces en la cepa silvestre hasta 2.5 veces. Cuando xyIR y cre
son inactivadas juntas una represion residual de 2.5 veces de xylA es encontrada. Lo

mismo puede suceder con B. subtilis.

Realizar estudios con otras aldopentosa, tales como la arabinosa, ribosa y lixosa a fin de
saber si GIcP permite su entrada.
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13. ANEXOS

13.1 Descripcion del equipo de fermentacion

El equipo de fermentacién para cultivos aerdbicos consistid de 6 fermentadores de la
compafiia Applikon, los cuales estuvieron conectados por medio de puertos seriales a dos

computadoras. Cada sistema estuvo integrado por:

a) BIOREACTOR

Constituido por una jarra de fermentacién, cuyo volumen nominal de 1 litro. EI volumen de
trabajo al cual puede operar es de 350 a 900 mL. El sistema de agitacion estuvo integrado por
dos turbinas Rushton de 45 mm de diametro total con 6 paletas planas y un motor de velocidad
variable (mod. P100; rango de velocidad: 0 a 1250 rpm), contd con 2 deflectores, dispersor de
aire de orificio, sistema de enfriamiento mediante la recirculacion de agua a través de los
deflectores, calentamiento por medio de una mantilla térmica de 110W, sensores de pH (0-14),
de oxigeno disuelto (rengo: 0-500% de saturacion en aire) y de temperatura (rango:0-150°C)

b) BIOCONTROLADOR ADI 1010

El cual llevd acabo la medicion y control de las variables del proceso: pH, temperatura,

oxigeno disuelto, nivel de liquido o adicion de antiespumante y velocidad de agitacién.

c) BIOCONSOLA ADI 1025

La bioconsola estuvo constituida esencialmente de los actuadotes, y recibié las sefiales del
biocontrolador para llevar a cabo el control de las variables del proceso. La bioconsola estuvo

equipada con:

1) Tres bombas de adicion para acido, base y control de nivel, las cuales fueron operadas de

forma manual o automética.

-86 -



2) Dos rotametros, en los cuales fueron controlados de forma manual, mediante una valvula de

aguja, el flujo de aire u oxigeno.

3) Dos valvulas solenoides que controlaron la entrada de agua al sistema de enfriamiento.

4) Una fuente de poder para la mantilla de calentamiento.

d) Sistema de computo

Mediante un programa de control y readquisicion de datos (Software BioXpert version 1.20x),
cada computadora llevo a cabo el monitoreo simultdneo y de ser necesario el control remoto
de 3 sistemas de fermentacion. EIl Software permitié llevar a cabo:

)] El control remoto de los parametros del cultivo (pH, oxigeno disuelto, temperatura,
nivel, control de espuma) por medio de algoritmos de control y algoritmos de tipo
apagado/encendido (ON/OFF)

i) El monitoreo del cultivo mediante un registro de datos y grafico del

comportamiento de cada uno de los pardmetros del cultivo.

La adquisicién de datos se llevo a cabo cada 2h.
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BIOCONSOLA BIOCONTROLADOR

ADI 1025 ADI 1010
Rotadmetros
Fuente de poder
para la mantilla
BIOREACTOR

Bombas

Figura 32 Componentes del equipo de fermentacion

13.1.1 Operacion del equipo de fermentacion

La jarra de fermentacion se prepard para su esterilizacion de acuerdo a la figura 36 y se
esterilizé por calor humedo a 120°C durante 20 min., con el medio de cultivo. Para el caso del
medio minimo, la jarra se esteriliz6 sélo con las sales de fosfato y sulfato de amonio y una vez
esteril se adicionaron las sales restantes, las cuales fueron previamente esterilizadas por

filtracion, asi mismo la fuente de carbono (glucosa o xilosa).

Una vez estéril y a temperatura ambiente se adicion6 los demas componentes y la fuente de

carbono y se ajusto el volumen de trabajo a 500 mL con agua estéril. Se ajustd el pH, la
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agitacion y la temperatura a las condiciones de trabajo y una vez estables se calibro el sensor
de oxigeno al 100% de saturacion y se procedié a inocular.

Sensor de oxigeno

Sensor de pH

Venteo
Toma de
miiesta
Puertos de
adicion

Matraz para
venteo

Figura 33. Preparacion del fermentador para esterilizar

13.2 Descripcién del equipo de mini-fermentadores (Fleakers)

El sistema de mini-fermentadores o Fleakers consta de:

A) Un control de temperatura, el cual esta integrado por un bafio de agua, un sensor de

temperatura y un termo-circulador de agua.

B) Un control de pH, el cual esta integrado por 6 electrodos, 6 controladores y 6 valvulas
(solenoides) de adicién.

C) Un sistema de agitacion o parrilla magnética para 6 magnetos (rango de 100 a 850 rpm)
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D) 6 mini-fermentadores o fleakers con un volumen nominal de 250 mL y de trabajo de 200
mL, cuyo sistema de agitacién consiste en un agitador magnético en forma de cruz de 1

pulgada.

Valvulas de
adicion de base

Termocirculador

Toma de

Controladores { muestra

Bafio de agua

Fleakers

Parrilla magnética

Figura 34. Componentes del equipo de mini-fermentadores o Fleakers
13.2.1 Operacion del equipo de mini-fermentadores
Los fleakers se esterilizaron por calor himedo a 120 °C durante 20 min, sin el medio de

cultivo; los fleakers fueron preparados como se indica en la figura 38. EI medio y fuente de

carbono se esterilizaron por separado.
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Toma de
muestra

Venteo

Puerto para
electrodo de pH

— ' Puerto para

adicion de base

Agitador
magnético

Figura 35. Modo de preparar los mini-fermentadores para su esterilizacion.

Los electrodos de pH se esterilizaron por método quimico y se calibraron antes de
esterilizarse. La calibracién se realizd por métodos estandares de calibracion utilizando
amortiguadores certificados de pH 7.0 y 4.0 respectivamente. Una vez calibrados, los
electrodos se lavaron con agua destilada y se dejaron sumergidos por al menos 12 hrs. en una
solucion de KCL 3m —Formaldehido al 1%. Antes de utilizarlos en los mini-fermentadores, se

enjuagaron tres veces estéril y se colocaron en cada uno de los fleakers.

El bafio de agua se lleno con 20L de agua destilada aproximadamente y se ajusto la

temperatura 2 h. antes de iniciar el cultivo.

Una vez esterilizados los fleakers se adicion6 el medio y fuente de carbono y se ajusto el
volumen de trabajo con agua destilada estéril. Una vez inoculados se colocaron dentro del
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bafio de agua, se encendi6 el sistema de agitacién, se colocaron los electrodos de pH, las

mangueras de adicion de base y se encendieron los controladores de pH.
13.3 Célculos
13.3.1 Estimacion de la velocidad especifica de crecimiento

4+ Velocidad de crecimiento especifica ()
La determinacién de la velocidad de crecimiento (u), se realiz6 a través del software GraphPad
Prism 3.0 graficando el logaritmo de la densidad 6ptica (D. O. g0) de los cultivos vs Tiempo.
La velocidad de crecimiento se obtuvo a partir de los datos correspondientes a la fase de
crecimiento exponencial mediante el calculo de una regresion no lineal utilizando la ecuacién

de crecimiento exponencial (X=Xqexp"") por el método de minimos cuadrados
+ Biomasa producida durante la fase exponencial (Xmax)
13.3.2 Correccion de biomasa por factor de dilucién

La concentracién de biomasa, azicar consumida y productos obtenidos fueron corregidos en

funcién al volumen de base adicionado a cada tiempo mediante un factor de dilucion (FD).

Al tiempo (t) en que se tomo la muestra, se midié el volumen de base adicionada (\Vb) al
cultivo y se suma al volumen inicial del cultivo (Vi), con estos datos se calculé el factor de
dilucion (FD) de la siguiente manera:

Vi + Vb
Vi

A partir del valor de FD obtenidos para cada tiempo, los datos fueron corregidos de la

siguiente manera:

Biomasa = Biomasa (g/L) a tx * FD a tx

-92-



Concentracion de azucar= Azlcar (g/L) atx * FD a tx
Producto = Producto (g/L) atx * FD a tx

13.3.3 Célculos de rendimientos y velocidades de consumo de azlcares y formacion de
productos

+ Rendimiento producto/biomas (Y ), biomasa/azucar (Yys) y producto/azicar (Y ps)
La determinacion de Yys y Y s durante la fase de crecimiento exponencial, se calculo de la
siguiente manera:

Yys= g de Biomasa Producida

g. de Azlcar consumida

Yws= g deProducto

g de Azucar consumida

a de Producto
g de Biomasa producida

P/X

+ Velocidad especifica de consumo de Azlcar (gs) y de produccion de productos (gp)
La determinacion de gs y g, Se realizo a traves del siguiente calculo:

gs = Y%,

ap = Ypix* 1
En el caso de la fase estacionaria, se llevo acabo de la siguiente manera: se eligié el intervalo
de tiempo a evaluar y se calculd la concentracién de biomasa promedio (Xpromedio) asi como el

consumo de azucar de gs y gp se llevo acabo de la siguiente manera:

Azlcar consumida
At(h)* Xprom

gs=
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Acido nroducido
At(h)* Xprom

Op=

4 Productividad volumétrica (Qp)
La determinacion de Q, se realizo a través del siguiente calculo:

Qp= ¢/l de producto producido

t(h) total de cultivo
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