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Introduccién

1.1. LOS PLASTICOS

El plastico es el primer material sintético
creado por el hombre, aunque antes de su aparicion,
ya se utilizaban algunos polimeros naturales, como el
betdn, la goma y el &mbar. Se tienen referencias del
uso de estos materiales hacia el ano 2000 a.C. en
Egipto (figura 1) y Babilonia, para diversas

aplicaciones, desde la fabricacion de articulos rituales

hasta la impregnaciéon de los muertos para su - = — =
Figura 1. Momificacion utilizando polimeros
momificacion (Garcia, 2009). naturales en el antiguo Egipto.

Los plasticos son compuestos con forma de cadena, conocidos quimicamente como
polimeros, formados por la unién de moléculas mas pequeilas denominadas mondémeros.
El nombre comun de plasticos se debe a la propiedad que tienen de ser deformables por
plasticidad (frente a la elasticidad), bajo la influencia del calor, la presién o de ambos a la
vez. Este término abarca productos que difieren entre si por su estructura quimica, sus
propiedades fisicas, sus aplicaciones practicas y sus procesos de fabricacion (Elias, 2000).

En funcién de su procedencia los plasticos pueden clasificarse en:

e Naturales: se obtienen directamente de materias primas vegetales como
resinas, almidon, fibras de madera, algodon, cafiamo o aceites de semillas, o
materias primas animales como la caseina de la leche.

e Sintéticos (artificiales): se elaboran a partir de compuestos derivados de

petroleo, gas natural o carbon.

En la actualidad, la mayoria de los plasticos comercializados, al igual que la
mayoria de productos quimicos de gran volumen, pertenecen al segundo grupo, y son

obtenidos a partir de petroleo.

El primer plastico semisintético, obtenido por transformacién de polimeros
naturales, fue el nitrato de celulosa, descubierto a finales de la década de 1850, y
presentado como primer plastico del mundo por su inventor, Alexander Parkes. Se
comercializ6 con los nombres de Parkesina y Xylonita, aunque su desarrollo comercial fue

€ScCaso.
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La comercializacidn se impuls6 més tarde gracias a la fabricacion de bolas de billar
en Estados Unidos con este material en sustitucidon del marfil (datos de PlasticsEurope).

En 1907 el quimico neoyorquino Leo Baekeland patenta el primer plastico
realmente sintético, la baquelita, que se utiliz6 en el desarrollo de las nuevas tecnologias,
con aplicaciones como carcasas de teléfonos y radios. En los afios posteriores se sucede
otra serie de descubrimientos, entre ellos el del celofan y el PVC.

El desarrollo de los plasticos modernos se vi6 impulsado en 1922 a partir de la
entrega del Premio Nobel al quimico aleman Staudinger. Posteriormente, la Segunda
Guerra Mundial supuso un fuerte estimulo para la investigaciéon en el campo de los
plasticos, ya que se produjo la necesidad de encontrar sustitutos a los materiales
tradicionales, de los cuales habia falta de suministro.

En 1940, se inician la industrializacién y la comercializaciéon de los plasticos,
favorecidas por el bajo coste del petréleo en esa época, y a principios de los afios 70 los
plasticos son ya los materiales mas utilizados en todo el mundo (datos de la Asociacién
Espafiola de Industriales del Plastico (ANAIP)).

Hoy en dia, los plasticos reemplazan ya a la mayoria de materiales tradicionales
como la madera, el metal, el vidrio, y el papel. Esto es debido a que poseen propiedades
como facilidad de manipulacién, bajo peso, durabilidad y resistencia a la corrosion, que a
su vez hacen que su uso sea mas econémico frente a otros materiales (Kuhlke y Walsh,
2002).

Entre los usos mas representativos de los plasticos se encuentran los siguientes

(Domenech, 1994):

e Industria médica y sanitaria: lentes de contacto, protesis, instrumental.

e Industria del automovil y otros medios de transporte: carrocerias y piezas.

e Industria del envase y embalaje: bolsas, recipientes, cajas, bandejas.

e Industria de la construccidn: ventanas, puertas, revestimientos, cafierias,
aislantes, tanques.

e Industria textil: tejidos industriales y telas para confeccién de prendas de
vestir.

e Electricidad y electrénica: cables, piezas para teléfonos moviles, etc.

e Deporte y ocio: ropa, zapatillas, balones, equipos de seguridad, etc.
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e Agricultura: tuberias, macetas, contenedores, invernaderos, etc.
e Industrias varias dedicadas a la fabricacidn de articulos para el hogar: muebles,

juguetes, elementos para cocina y bafio, electrodomésticos, etc.

Observando los datos de produccién mundial de plasticos, podria decirse que estos

materiales han inundado nuestra vida cotidiana:

e La produccion mundial de plasticos pasé de 1,5 millones de toneladas (Mt) al
afio en 1950 a 299 Mt en 2013, de los que sélo en Europa se produjeron 64 Mt.

e El consumo anual mundial de plasticos sintéticos experimenta un incremento
anual de entre un 3 y un 15 % (figura 2).

e La produccion durante los ultimos diez afios ha sido equivalente a la de todo el
siglo XX.

e Secalcula que en 2020 se comercializaran en la UE 66,5 Mt de plastico y que la
produccién mundial de plasticos podria triplicarse de aqui a 2050 (Libro verde,

Comision Europea).

2007 2009 2011 2012 201% 2014

Produccion mundial de
plasticos (Mt)

Figura 2. Evolucién de la produccién mundial de plasticos en los tltimos afios. Modificado de PlasticsEurope (2015).

Centrandonos en Espafia, en nuestro pais se consumen un total de 115 kilos de
plastico por persona y afo, por lo que el sector de los plasticos tiene una importancia
notable en la economia espafola. Lo confirman datos de la Asociacién Espafiola de
Industriales de Plasticos (ANAIP), considerando este sector en Espafia un sector en alza
que representa el 2,2% del Producto Interior Bruto del pais, y el 26% dentro de la

industria quimica.
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De esta forma, la industria de transformacion de plasticos en Espafia es hoy una de
las 9 mas desarrolladas del mundo. Por delante de Espafia se encuentran EE.UU., China,

Japén, Alemania, Francia, Italia, Canad3, y Reino Unido (datos de la ANAIP).

El elevado consumo de plasticos, que como se ha mencionado anteriormente,
derivan en su mayoria del petréleo, conlleva una serie de consecuencias negativas para el
medio ambiente, principalmente la disminucién de las reservas fosiles y la liberacidon de
emisiones al suelo, agua y atmoésfera que incluyen metales pesados, clorofluorocarbonos,
compuestos organicos volatiles, 6xidos de azufre y polvo. Estas emisiones dan lugar a
efectos globales como la disminucién de la capa de ozono, aumento del efecto invernadero

y lluvia &cida (Andrady, 2003).

En cuanto al consumo de petréleo, segin datos de la Agencia Internacional de
Energia (IEA), la fabricacién industrial a escala global de productos quimicos, entre los que
se encuentran los polimeros y sus productos intermediarios, consumen 3 billones de
barriles de petréleo por afio, ademas de las materias primas y energia. Esto da lugar a dos
tipos de problemas: por un lado, los impactos ambientales mencionados y, por otro la
limitacion de reservas y su futuro agotamiento. La disponibilidad del petroéleo en el futuro
esta a debate, se trata de un recurso no renovable que tarde o temprano llegara a su fin y
aunque no se ha definido cuando la producciéon mundial de petréleo empezara a declinar,
investigaciones de diversos organismos, como la Association for the Study of Peak Oil and
Gas (ASPO), apuntan a que el descenso en la produccién mundial de petréleo tendra lugar
en el presente siglo. Asi, el aumento continuado de la extraccién de petréleo a partir de
fuentes convencionales presenta cada vez mas riesgos, ya que los nuevos descubrimientos
no reponen el petrdleo extraido, y estos riesgos constituyen un serio obstaculo para
asegurar la demanda existente a medio plazo (IEA, 2008).

Por ultimo, cabe mencionar los conflictos, tensiones politicas entre paises

productores y el terrorismo ocasionados a causa de la produccién y comercio del petréleo.

Ademas de la problematica del petroéleo, la sintesis quimica de plasticos requiere
de caros y complejos procedimientos de obtencion y separaciéon para lograr la pureza
deseada del producto final, asi como costes significativos asociados con el tratamiento de

los desechos.
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El proceso de obtencién de plasticos a partir del petréleo es un proceso largo y

complejo (figura 3) que incluye las siguientes etapas:

1. Formacién natural de petréleo y gas natural a partir de plancton sedimentado
en el fondo marino durante millones de afos. El petréleo bruto es una mezcla compleja de
miles de componentes, por lo que para ser util, debe procesarse.

2. Proceso de destilacion llevado a cabo en una refineria, donde el petréleo crudo
es separado en diferentes fracciones mas ligeras. Para ello el petrdleo es calentado y
convertido en gas. Este gas se hace pasar por una columna y posteriormente se condensa
en liquidos que constituyen las diferentes fracciones. Cada fraccién es una mezcla de
hidrocarburos con diferente tamafio y estructura molecular. Una de estas fracciones, la
nafta, es el elemento crucial para la fabricacion de los plasticos.

3. Proceso de fragmentacion de la nafta en moléculas de hidrocarburo mas
pequefias como etileno, propileno y butileno.

4. Proceso de polimerizacion de estas moléculas pequefias en cadenas formando
los polimeros. Cada polimero tiene sus propiedades diferentes, su estructura y su tamafio
dependiendo de los distintos tipos de mondmeros basicos que se utilicen.

5. Proceso de transformacion en el que se convierten los polimeros en los

productos plasticos finales (PlasticsEurope).

Ademas, durante la fabricaciéon de los plasticos se incorporan aditivos para
mejorar sus propiedades, como plastificantes para incrementar la flexibilidad y resistencia

del polimero, o pigmentos, para conferir a los plasticos un color determinado.

Figura 3. Proceso de fabricacion de plastico a partir de petréleo.
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1.2. LOS BIOPLASTICOS:

La problematica generada por el uso indiscriminado de plasticos sintéticos y su

persistencia en el ambiente junto con la disminucion de las reservas de petrdleo y las

constantes fluctuaciones en su precio, han estimulado la bisqueda de fuentes alternativas

para la fabricacion de los materiales plasticos asi como para la sintesis de otros productos,

entre los que se encuentran los biofueles y los bioplasticos.

Los bioplasticos constituyen una familia de materiales con distintas propiedades y

rango de aplicaciones que se clasifican en las siguientes categorias principales:

Plasticos procedentes de materiales renovables. En este grupo se incluyen tanto
los extraidos directamente a partir de biomasa, como el almidén y la celulosa,
como aquellos cuyos mondémeros pueden producirse mediante fermentacién de
recursos renovables, aunque el proceso de polimerizaciéon posterior sea por via
quimica convencional.

Polimeros biodegradables que cumplen todos los criterios de las normas
cientificamente reconocidas para biodegradabilidad y compostaje de plasticos y
productos plasticos. En Europa esta norma es la UNE-EN 13432:2001.

Bioplasticos sintetizados por via biotecnolégica. Aqui se incluyen tanto la sintesis
de los monomeros requeridos para la fabricacion de los bioplasticos cuya
polimerizacidn se lleva posteriormente a cabo por via quimica, como la sintesis
integral de los bioplasticos mediante procedimientos biotecnoldgicos (FEDIT,
2008).

Los primeros datos de producciéon de bioplasticos se remontan a 1926, cuando

cientificos del Instituto Pasteur de Paris lograron producir poliéster a partir de la bacteria

Bacillus megaterium (figura 4). Sin embargo, no fue hasta 1973, debido a la crisis del

petréleo, cuando proliferaron los estudios enfocados en este tipo de plasticos.

L

Figura 4. Granulos de poliéster en células de Bacillus megaterium.



Introduccién

En la actualidad, la produccién mundial de bioplasticos representa tan solo un 1%
de los plasticos que cada dia se ponen en el mercado. Pero las previsiones de crecimiento
son muy alentadoras para esta industria, ya que si en 2012 se produjeron en todo el
mundo 1,4 Mt de estos materiales, en 2017 se espera haber multiplicado por cuatro esta
cifra hasta alcanzar los 6,2 Mt (EuropeanBioplastics).

El crecimiento de la produccion de bioplasticos en los ultimos afios, es sin duda
una respuesta a las necesidades de mercado y al alto precio del petrdleo y su futuro
agotamiento.

En cuanto a sus aplicaciones, la mayor parte se encuentran en el sector agricola,

sector de envases y embalajes y algunas aplicaciones emergentes en el sector textil.
1.2.1. Mondmeros producidos por via biotecnolégica

De entre los diferentes tipos de bioplastico, son los monémeros producidos por via
biotecnoldgica en los que se centra nuestro trabajo.

En la actualidad la mayor aportacién de la biotecnologia a la producciéon de
bioplasticos consiste en la sintesis de estos mondmeros en masa a partir de biomasa
(materias primas renovables que forman parte de residuos agricolas o industriales ricos
en carbohidratos) mediante tecnologias de fermentacién microbiana (FEDIT, 2008). La
materia prima o sustrato para la realizacién de las fermentaciones son los azucares
fermentables, fundamentalmente la glucosa y otras hexosas. A partir de estos azucares, los
microorganismos producen energia y compuestos quimicos necesarios en su metabolismo,
a la vez que generan una serie de subproductos. Asi, el uso de materias primas renovables
y la sustitucién de procesos quimicos por procesos biolégicos en la sintesis de bioplasticos
hacen que estos contribuyan positivamente a la conservacién de los recursos naturales y a
la proteccién del medio ambiente.

Entre los monémeros que pueden producirse por via biotecnolégica se encuentran
el acido lactico, 1,3-propanodiol, acido succinico, acido adipico y butanodiol, que
posteriormente pueden utilizarse para la sintesis de poli(acido lactico) (PLA),
poli(tereftalato de trimetilenglicol) (PTT), poliéster poli(tereftalato de butilenglicol)

(PBT), poliamida y poliuretano, respectivamente.

Nuestro trabajo se ha centrado en la obtencién de 2,3-butanodiol por via

biotecnoldgica para la fabricacion de poliuretano.
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1.2.1.1. 2,3-butanodiol

El butanodiol es un compuesto de cuatro carbonos con grupos hidréxido en
distintas posiciones. El 2,3-BDO, también conocido como 2,3-butilenglicol, es el inico que
se produce de manera natural por varios microorganismos, no existiendo rutas
metabodlicas naturales que den lugar a 1,4-BDO o 1,3-BDO. Su férmula molecular es
C4H1002, su masa molecular es de 91.12, tiene su punto de ebulliciéon entre 177 y 182°Cy
punto de congelacién a -60 2C. Puede encontrarse en forma de liquido incoloro e inodoro o
en forma cristalina (Celinska y Grajek, 2009).

Existen tres esteroisomeros para el 2,3-BDO: los épticamente activos, con forma

dextro (2S, 3S) o levo (2R, 3R) y el 6pticamente inactivo o meso (figura 5).

OH OH OH
-
HyC )\/ CH, H:c\/\
CH, HC s .. CH,4
OH OH OH
L-(+)-2,3-BDO meso-2,3-BDO D-(-)-2,3-BDO

Figura 5. Esteroisomeros del 2,3-BDO.

Ademas de su aplicacion para la fabricacion de uretano, el 2,3-BDO tiene un gran
numero de aplicaciones industriales, entre las que se encuentran la fabricacion de tintas,
perfumes, agentes suavizantes o explosivos, asi como aplicaciones en la industria
alimentaria y farmacéutica (Syu, 2001). Las formas 6pticamente activas son productos con
alto valor en la sintesis dirigida de compuestos quirales, compuestos esenciales en la

fabricacion de productos farmacéuticos (Sabra et al., 2015).

Mediante diversas reacciones quimicas (deshidrataciéon, deshidrogenacion,
cetalizacion y esterificacion), pueden obtenerse distintos derivados del 2,3-BDO que
proporcionan diferentes aplicaciones. De esta forma, pueden obtenerse disolventes a
partir de su deshidratacion, aditivos alimentarios a partir de su deshidrogenacion, agentes
de mezcla para gasolina a partir de su cetalizaciéon y plastificantes a partir de su

esterificacion (Haveren, 2008).

Segun datos de finales del afio 2014, la producciéon mundial de butanodiol es de
3,35 Mt. Ademas, la produccién de 2,3-BDO crece actualmente a un ritmo anual de un 4-
7% debido al incremento de la demanda de muchos de sus derivados (Li, 2012; 2013). Por
todo esto, puede afirmarse que se trata de un producto altamente demandado y con alto

interés comercial.
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o Sintesis quimica de 2,3-BDO:

El 2,3-BDO sintético, obtenido a partir del petréleo, no cuenta con un extenso
mercado, debido a que solo se obtiene con una Unica estructura, y los costes para su

sintesis son elevados (Sabra et al., 2015).
e Sintesis bioldgica de 2,3-BDO :

La sintesis de 2,3-BDO como producto de fermentacién bacteriana es conocida
desde hace mucho tiempo. Las primeras investigaciones se llevaron a cabo en 1906 por
Harden y Walpole y en 1912 por Harden y Norris. La bacteria empleada entonces fue

Klebsiella pneumoniae (Magee y Kosaric, 1987).

El interés en la produccion de este compuesto a escala industrial crecié durante la
Segunda Guerra Mundial, utilizdndose principalmente como precursor para la fabricacion
de 1,3-butadieno, a partir del cual se fabricaba caucho sintético. En esta época se
desarrollaron procesos biolégicos de obtencién de 2,3-BDO pero no llegaron a aplicarse a

escala comercial y fueron sustituidos por las tecnologias petroquimicas.

La produccién bioldgica de 2,3-BDO, aunque estudiada a lo largo de mas de 100
afios, continda siendo interesante hoy en dia debido a las numerosas aplicaciones de este
compuesto anteriormente descritas. Ademas, debido a la imparable subida del precio del
petréleo, los procesos de produccién bioldgica de butanodiol podrian suponer una ventaja

competitiva para la industria.

La ruta metabdlica que conduce a la formacién de

glucosa
carbohidratos .z .
( l < ),I_ _ 2,3-BDO se trata de una fermentacion que tiene lugar
ucolisis
_ bajo condiciones de anaerobiosis o microaerobiosis
2 piruvato
en la que se forman una serie de metabolitos ademas
a-ALS i\“ CO»,

del 2,3-BDO: acetato, lactato, formato, succinato,
a-acetolactato

o ‘/l G_ALDI\‘ o acetoina y etanol, que pueden variar dependiendo
2 2

diacetilo  acetoina del microorganismo y las condiciones de cultivo.

NADH
NAD*<—> l Esta ruta parte del piruvato generado durante la
acetoina NAﬁZy glucolisis a partir de monosacaridos mediante la ruta
NQQ?EN de Embden-Meyerhof (figura 6). En la sintesis de
2,3-butanodiol 2,3-BDO a partir de piruvato estan implicadas tres
Figura 6. Esquema de la ruta microbiana enzimas claves.

de sintesis de 2,3-BDO a partir de piruvato.



Introduccién

Estas enzimas son la a-acetolactato sintasa, a-acetolactato descarboxilasa y 2,3-BDO
deshidrogenasa (o acetoina reductasa) (Ji et al,, 2011). La enzima a-acetolactato sintasa
transforma una molécula de piruvato en acetaldehido-tiamina pirofosfato y la condensa
con una segunda molécula de piruvato para formar a-acetolactato. El a-acetolactato, en
funcién de las condiciones de aireacién en que se encuentre el cultivo, puede seguir dos
rutas alternativas: en condiciones de anaerobiosis, el o-acetolactato sufre una
descarboxilacion oxidativa para dar lugar a acetoina. Bajo condiciones de microaerobiosis,
el o-acetolactato puede sufrir una descarboxilacién espontinea que da lugar a la
formacién de diacetilo. Este dltimo es convertido en acetoina mediante una reacciéon de

reduccion catalizada por la enzima acetoina reductasa (Maddox, 1996; Sabra et al., 2015).

Aunque no se conoce exactamente la funcion metabdlica de la biosintesis de 2,3-
BDO, este proceso es importante para la prevencion de la acidificacion (van Houdt et al.,
2007), la regulacion intracelular del ratio NAD*/NADH (Johansen et al, 1975) vy la
obtenciéon de energia para el crecimiento microbiano, ya que el 2,3-BDO puede ser
reutilizado durante la fase estacionaria, cuando otras fuentes de carbono se hayan

agotado.

Existen numerosos microorganismos capaces de producir 2,3-BDO, aunque sélo
algunos lo hacen en cantidades significativas. La mayoria de bacterias productoras de 2,3-
BDO pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, y entre las especies consideradas de
interés industrial se encuentran algunas pertenecientes a los géneros Klebsiella y

Enterobacter (Sabra et al, 2015).

1.2.2. Poliuretano

El primer plastico de poliuretano fue sintetizado por Otto Bayer en 1937 (Bayer,
1947), y se denomind Perlon U. Estos productos fueron introducidos en el mercado a
finales de los afios 40, ocupando una posicién importante gracias a sus propiedades. Se
trata de un polimero muy versatil que puede tener diferentes aplicaciones gracias a sus
caracteristicas de escasa permeabilidad a los gases, alta resistencia quimica y excelente
aislamiento térmico y eléctrico. Entre estas aplicaciones se encuentran la fabricacién de
espumas, revestimientos flexibles y rigidos, adhesivos, elastomeros sintéticos y cauchos

resistentes a la abrasion.
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El poliuretano se compone de grupos uretano, cuya sintesis se lleva a cabo
haciendo reaccionar diisocianatos con dialcoholes o poliésteres (Cinta et al, 2006).
Mientras que el isocianato siempre tiene origen petroquimico, los alcoholes precursores
de uretano pueden sintetizarse de forma bioldgica a partir de azicares fermentables como
se ha descrito anteriormente. De esta forma se obtienen bioproductos precursores de
uretano mediante el uso de procesos biotecnolédgicos, sustituyendo la sintesis quimica en

gran parte del proceso de obtencion del producto final (FEDIT, 2008).

Existen estudios en los que se han utilizado para la obtencién de uretano los
siguientes dioles obtenidos de forma bioldgica: butanodiol, polietilenglicol, sorbitol,

polidimetilsiloxano, D-sorbitol, L-iditol, D-manitol o propilenglicol (1,3-propanodiol).

Este polimero forma parte del grupo de plasticos con mayor demanda a escala
europea, por lo que consideramos interesante la busqueda de alternativas para su

fabricacion diferentes a la sintesis quimica.

1.3. BIOTECNOLOGIA EN LA INDUSTRIA

Hasta hora, los intereses de la industria en relaciéon a la utilizacién de la
biotecnologia se han centrado principalmente en tres areas: la produccion de alimentos,
piensos para alimentacion animal, y las aplicaciones de uso sanitario. Sin embargo, los
avances logrados en los ultimos afios en el campo de la biotecnologia han permitido
considerar su aplicaciéon también para la fabricacién de productos quimicos en general

(FEDIT, 2008).

En la industria, la competencia entre la biotecnologia industrial y la quimica clasica
se basa en factores econémicos, es decir, en los costes de produccién. En cuanto al impacto
medioambiental, el consumo de recursos y la generacion de residuos, la biotecnologia
aporta ciertas ventajas frente a los procesos quimicos convencionales. Los procesos
biotecnolégicos cumplen con los requisitos basicos de sostenibilidad, ya que se
caracterizan por la reduccién en el consumo de recursos, una mayor utilizaciéon de
materias primas renovables, la reduccién en la produccion de residuos y la disminucion

del impacto medioambiental.
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1.3.1. Microbiologia industrial

La microbiologia industrial es la disciplina que utiliza microorganismos, cultivados

a gran escala, para obtener productos con valor comercial (Madigan et al., 2003).

Con este fin, en los ultimos afios se han utilizado diversos microorganismos como
microalgas, hongos y bacterias para la producciéon biolégica de productos de interés

industrial, entre los que se encuentran los bioplasticos.

Los microorganismos utilizados en la industria deben reunir una serie de

requisitos que se detallan a continuacién (Madigan et al., 2003).

1. Genéticamente estable.

2. Disponible en cultivo puro.

3. Crecimiento rapido.

4. Crecimiento en medio de cultivo de bajo coste y disponible en grandes
cantidades.

5. Capaz de crecer en cultivos a gran escala.

6. Produccidn eficiente del producto de interés.

7. Facilidad para separar las células microbianas del medio de cultivo.

8. Susceptible de ser manipulado genéticamente.

5. No patégeno y no productor de agentes toxicos, a menos que uno de estos sea el

producto de interés.

El modo mas habitual de obtener productos por medio de microorganismos
industriales es el proceso de fermentacion. En este caso, el término fermentacion se refiere
a cualquier cultivo a gran escala de microorganismos. No debe confundirse con el proceso

bioquimico de fermentacién consistente en la regeneracién del poder reductor (NADH)
por un procedimiento no oxidativo.

Existen gran cantidad de productos generados por medio de la microbiologia

industrial (Madigan et al., 2003):
¢ Alimentos, bebidas, suplementos y aditivos alimentarios.

- Productos derivados de la leche por fermentacion mediante bacterias lacticas:

queso, yogur, leches fermentadas.
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- Bebidas alcohdlicas: vino, cerveza, sake. Productos de destilacion de bebidas
alcohélicas (brandy, whisky, vodka, ginebra, ron, vinagre).

- Pan y derivados.

- Vitaminas: acido ascorbico (vitamina C), riboflavina, vitamina B12.

- Aminodacidos: acido glutamico, lisina, triptéfano, glicina, aspartamo.

- Proteina celular (SCP, single cell protein) como suplemento alimentario.
¢ Productos sanitarios.

- Antibidticos.

- Hormonas protéicas (hormona del crecimiento, insulina).

- Factores de coagulacidn sanguinea.

- Proteinas y enzimas para reactivos diagndsticos.

- Enzimas de restriccion y para Ingenieria genética en general.
- Esteroides.

-Vacunas.
¢ Enzimas industriales.

- Enzimas hidroliticas: proteasas y celulasas para detergentes. Amilasas, xilanasas
como aditivos para piensos animales.
- Glucosa isomerasa para la produccion de fructosa como edulcorante.

- Enzimas inmovilizadas.
e Productos quimicos industriales.

- Alcoholes: etanol, metanol.

- Acetona.

- Polisacaridos: xantanos, dextranos.

- Combustibles: etanol, metano, hidrégeno, propano, butanol.

- Materias primas para la fabricacion de plasticos.

En la tabla 1 se muestran ejemplos de productos citados arriba y los

microorganismos a partir de los que pueden obtenerse.
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Tabla 1. Principales productos microbianos de interés en microbiologia industrial y biotecnologia.

PRODUCTO

Productos industriales
Etanol

Acetona y butanol
2,3-butanodiol

Enzimas

Productos agricolas

Giberelinas Gibberella fujikuroi

Aditivos alimentarios

Aminoacidos
Acidos organicos
Nucleétidos
Vitaminas
Polisacaridos

Antibiéticos
Alcaloides

Insulina, hormona del
crecimiento, somatostatina

Hidrégeno
Metano
Etanol

Productos médicos

Biocombustible

MICROORGANISMO

Saccharomyces cerevisiae
Clostridium acetobutylicum
Enterobacter, Serratia
Aspergillus, Bacillus, Trichoderma

Corynebacterium glutamicum
Aspergillus niger
Corynebacterium glutamicum
Ashbya, Eremothecium, Blakeslea
Xanthomonas

Penicillium, Streptomyces, Bacillus
Claviceps purpurea

Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae ,
y otros (ADN recombinante)

Microorganismos fotosintéticos
Methanobacterium
Zymomonas, Thermoanaerobacter

Modificado de Madigan et al. (2003).

1.3.2. Manipulacién de vias metabélicas para la sobreproduccion de bioproductos

de interés industrial

Una de las estrategias para obtener bioproductos industriales en grandes

cantidades y abaratar los costes de su produccién consiste en la creacion de

microorganismos con nuevas caracteristicas deseables para la fabricacion de dichos

productos de interés, mediante manipulaciones genéticas (Prescott, 1993).

Este concepto se conoce como ingenieria de vias metabolicas y se define como

“mejora de las actividades celulares mediante la manipulacién de funciones enzimaticas,

de transporte y reguladoras de la células mediante el uso de tecnologia recombinante del

ADN” (Bailey, 1991).

Los principales objetivos de la ingenieria de vias metabdlicas son (Nielsen, 2001):

Mejorar el rendimiento y productividad
Ampliar el rango de sustratos que pueden ser utilizados
Eliminar o reducir la formacién de productos secundarios

Introducir vias para la sintesis de nuevos productos
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El desarrollo de las técnicas de ingenieria genética y las aplicaciones
bioinformaticas, junto con la secuenciacién de genomas completos de diversos
organismos, ha facilitado la utilizacion de la ingenieria de vias metabélicas para mejorar la

produccién industrial de diversos productos.

Dentro de la ingenieria de vias metabélicas pueden distinguirse distintas categorias:
o Expresion de genes heterdlogos para la sintesis de proteinas.
e Ampliacién del rango de sustratos utilizables: en algunos procesos industriales
es interesante extender el rango de sustratos utilizables por el microorganismo de
interés para hacerlo mas eficiente en cuanto a aprovechamiento de residuos.
e Modificacion de vias para la sintesis de productos: creacién de
microorganismos que sinteticen diferentes productos de interés, ademas de los
que producen de forma natural, y microorganismos que los sinteticen de forma
mas eficiente. Se lleva a cabo mediante la modificacién de las vias metabolicas
existentes o insercion de nuevas vias.
e Vias para la degradaciéon de xenobidticos: generacién de nuevas vias o
modificacién de las existentes para la degradacién de diferentes xenobidticos por
parte de un mismo microorganismo.
e Modificacién de las funciones celulares para la mejora de procesos de
produccién: incluye expresion de genes heterdlogos, delecién de genes y
sobreexpresion de genes homodlogos, para por ejemplo mejorar la tolerancia a
ciertas condiciones.
e Eliminaciéon o reduccion de productos secundarios: eliminaciéon de productos
no deseables que pueden interferir en la sintesis de los productos de interés.
e Mejora del rendimiento o productividad de distintos productos: puede
obtenerse incrementando la actividad de sintesis del producto de interés mediante
la insercién de copias adicionales del gen correspondiente, modificando Ia
regulacion de las vias implicadas o modificando el metabolismo central del

carbono (Nielsen, 2001).

Nuestro trabajo puede incluirse en las categorias de modificacion de vias
metabolicas para sintesis de productos, eliminacién y reducciéon de productos secundarios

no deseables y mejora del rendimiento y productividad.
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Eliminacion o reduccién de productos secundarios

En los procesos fermentativos, debido a la complejidad del metabolismo celular,
resulta inevitable que se formen productos secundarios ademas del producto deseado. La
formacién de estos productos da lugar a un consumo de carbono necesario también para

la sintesis del producto de interés, dando lugar por tanto a pérdidas en el rendimiento.

Mejora de rendimiento y productividad

El rendimiento en la produccién industrial es realmente importante en cuanto a los
costes de produccion. El rendimiento depende fundamentalmente de los flujos
metabolicos, por lo tanto, es posible incrementar el rendimiento de la produccién de cierto
producto mediante la redireccion de los flujos metabdlicos hacia el metabolito de interés.

Lo mismo ocurre cuando se desea mejorar la productividad.

1.4. UTILIZACION DE RESIDUOS AGROINDUSTRIALES PARA LA OBTENCION DE
BIOPRODUCTOS

Los procesos agroindustriales generan grandes cantidades de subproductos o
residuos que si no son reciclados o tratados apropiadamente se acumulan en la naturaleza
generando diversos problemas ambientales (liberaciéon de CO,, contaminacién de cursos
de agua, malos olores), a la vez que suponen un problema de gestién para las empresas
productoras.

Por otra parte se pierden potenciales materias primas para la industria, ya que
estos residuos poseen un alto contenido en compuestos como aztcares, pigmentos, fibra
alimentaria y proteinas, entre otros, que pueden ser utiles al transformarlos mediante
tratamientos quimicos o microbioldgicos en productos de elevado valor (Barragan et al,
2008).

Estos problemas han provocado el interés de la comunidad cientifica en el
aprovechamiento de los residuos agroindustriales para la obtencién de productos de alto
valor.

La mayor parte de los residuos agroindustriales corresponden a biomasa
lignocelulésica rica en polimeros de celulosa y hemicelulosa que pueden ser desdoblados
en monosacaridos y disacaridos fermentables, a partir de los cuales se pueden obtener

productos de interés (Sanchez et al., 2010).
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La conversién de biomasa lignoceluldsica hacia productos de alto valor mediante
procesos biotecnolégicos (bioproductos) constan de diversas etapas: generacion de
biomasa, pretratamiento de la biomasa (fraccionamiento de los diversos componentes),
hidroélisis de los polisacaridos a azicares fermentables, bioprocesamiento (fermentacion),

separacién y purificacion de los bioproductos.

En la actualidad se utilizan fundamentalmente dos fuentes de azicares en los
procesos de fermentacion: almidon, procedente de cereales y patatas, y sacarosa, derivada
de cultivos de cafa de azudcar y frutales. La hidroélisis de almidoén genera Unicamente
glucosa, mientras que la de sacarosa da lugar a una mezcla equimolar de glucosa y
fructosa, ademas de poder ser utilizada directamente por los microorganismos.

Entre los residuos utilizados como fuente de sacarosa se encuentran la cascara de

naranja, la pulpa de remolacha y la pulpa de pifia.

1.4.1. Cascara de naranja

Espafia es uno de los principales paises productores de naranja del mundo, asi
como el mayor productor de la Unién Europea. Con una produccién de 5,16 millones de
toneladas, ocupa el sexto lugar a nivel mundial detras de China, Brasil, Estados Unidos,
India y Méjico (FAO, 2013).

La producciéon de esta fruta se destina tanto a su consumo en fresco como a la
industria de elaboraciéon de zumos. Esta actividad industrial genera cada afio un millon de
toneladas de desechos, y esto es debido a que durante el proceso, entre el 45y 60 % en
peso de la fruta se obtiene como residuo (figura 7), en su mayoria cascaras (Marina et al.,

2005; Martin et al, 2009).

Emulsion

Lavado y
calibrado Extraccion

Retirada
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Figura 7. Proceso industrial de obtencién de zumo y subproductos a partir de naranja.
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La cascara de naranja se compone de carbohidratos simples (16.9%), almidén
(3.75%) pectina (42.5%), celulosa (9.21%), hemicelulosa (10.5%), proteinas (6.5%),
aceite esencial (4.8) y cantidades trazas de lignina (Ecénomos et al., 1998; Ayala et al.,
2013).

Este desecho se utiliza para la fabricacién de pienso animal, obtencién de aceites
esenciales y pigmentos y extraccién de pectina (Marina et al., 2005). Ademas, debido a sus
propiedades antioxidantes se ha propuesto su empleo en el desarrollo de alimentos
funcionales (Gorinstein et al., 2001). Para todas estas aplicaciones la cascara de naranja
debe ser primero desecada, debido a su rapida pudriciéon por su elevado contenido en
agua, por lo que no resultan demasiado rentables (Mamma et al., 2008). Por ello se han
propuesto vias alternativas para su utilizacién en la sintesis de productos resultantes de la

fermentacion, principalmente etanol (Grohmamn et al., 1996; Oberoi et al., 2010).

1.4.2. Pulpa de remolacha

La pulpa de remolacha es un subproducto originado en la industria de obtencion
del azdcar de mesa a partir de remolacha. El cultivo de este vegetal asi como su
procesamiento se lleva a cabo en todos los paises de la Union Europea (a excepcion de
Luxemburgo), y representa un papel importante en la economia de muchas areas rurales,

con alrededor de 300.000 explotaciones dedicadas a este cultivo (Berlowska et al., 2016).

En el proceso de obtencion de azicar a partir de remolacha se obtienen ademas
una serie de subproductos como raices, hojas, pulpa y melaza (figura 8). La pulpa y la
melaza constituyen los principales subproductos, pudiéndose obtener a partir de una
tonelada de remolacha una media de 160 kg de aztcar, 500 kg de pulpa fresca y 38 kg de
melaza. La pulpa puede emplearse como tal (pulpa fresca) con un contenido en materia
seca del 10-12%, prensada con un contenido en materia seca del 20-25%, o bien
deshidratada hasta conseguir un producto con un 88-90% de contenido en materia seca

(Calsamiglia et al., 2004).

Lavado Difusién Evaporacién Cristalizacion
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Figura 8. Proceso industrial de obtencién de azicar y subproductos a partir de remolacha.
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La pulpa de remolacha estd compuesta principalmente de polisacaridos como
celulosa (22-30%), hemicelulosa (24-32%), lignina (1-2%) y pectina (38-62%). Ademas
contiene proteinas (7-8%), acidos uroénicos (21-23%) y sacarosa residual (0.5%) (Michel

et al,, 1988; Berlowska et al., 2016).

La produccién anual de este subproducto de la remolacha en la Unién Europea
ronda los 8 millones de toneladas en su forma prensada y 5.5 millones de toneladas de
pulpa desecada (Barjol et al, 2003). Su principal uso es la fabricacién de pienso para
animales, aunque existen numerosos trabajos en los que se ha estudiado su uso como
materia prima para la obtenciéon de bioproductos como etanol y biodiesel, entre ellos los
de Rezi¢ et al. (2013), Bellido et al. (2105) y Madian et al. (2015). Menos numerosos son
los estudios sobre su uso en la sintesis de 2,3-BD0O, como el llevado a cabo por Sikora et al.

(2015).

1.4.3. Desechos de pifia

La pifa es la segunda fruta tropical a nivel mundial en cuanto a volumen de
produccién, con un valor estimado de 18 millones de toneladas. (FAO, 2009; Adegbite et
al, 2014). Los desechos de industrializacién de esta fruta suponen hasta un 60%,
generandose gran cantidad de residuos que pueden ser utilizados para otras aplicaciones

(Aguilar et al., 2005).

A partir de la pifia se obtienen diversos productos, entre los que se encuentran
pifia fresca pelada, pifia enlatada, pifia deshidratada, zumo o néctar de pifla y mermeladas.
Su composicion incluye pulpa (33%), corazén (6%), cascara (41%) y corona (20%)
(Benitez et al., 2010). En el proceso industrial se extrae la pulpa, quedando como desechos
la corona, el corazén y la cascara (figura 9), que suponen hasta un 50% del peso total de la
pifia. Ademas de en la industria, estos residuos se generan diariamente en hoteles,

restaurantes y mercados.

Extraccion de pulpa Q > 8 9
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Figura 9. Proceso industrial de obtencién de pulpa de pifia.
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Los residuos de pifia presentan un contenido del 4-8% de proteina, 60-72% de
fibra y 35-45% de azudcares solubles (70% de sacarosa, 20% de glucosa y 10% de
fructosa), ademds de minerales en pequeia cantidad. (Abdullah y Hanafi, 2008; Wadhwa y
Bakshi, 2013; Pardo et al,, 2014).

Los principales usos que se le han dado a los residuos de pifia han sido la
extraccidon de bromelina (Hebbar et al., 2008), l1a produccidn de vinagre (Raji et al., 2012),
produccién de acido citrico (Kareem et al., 2010) y alimentacién animal (Sruamsiri, 2007).
Ademas, se han llevado a cabo trabajos sobre su utilizacién para la sintesis de bioetanol
(Nigam, 1999; Hossain, 2010). No existen sin embargo estudios encaminados a la
obtencion de otros productos resultantes de la fermentacién a partir de este residuo como

el 2,3-BDO.

1.5. FAMILIA BACTERIANA ENTEROBACTERIACEAE Y SU APLICACION EN LA
OBTENCION DE BIOPRODUCTOS

1.5.1. Descripcion de la familia Enterobacteriaceae

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae se caracterizan por ser bacilos
aerobios o anaerobios facultativos, Gram negativos, no esporulados, reductores de nitrato
a nitrito, catalasa positivos y oxidasa negativos. Algunos forman capsulas, principalmente
los del género Klebsiella y también algunas cepas de Enterobacter y Serratia. La mayoria de
los géneros de la familia son mdviles, presentando flagelos peritricos (Ristuccia y Cunha,
1985). La mayor parte de estas bacterias se encuentran en el intestino del hombre y de
otros animales, aunque también existen enterobacterias saprofitas de vida libre en suelo,
agua y plantas. Algunas enterobacterias actian como agentes infecciosos, siendo

responsables de infecciones nosocomiales.

1.5.2. Patogenia de la familia Enterobacteriaceae

Las bacterias de la familia Enterobacteriaceae pueden actuar como patdgenos,
causando infecciones nosocomiales. Las infecciones son especialmente comunes en
pacientes que han recibido terapia antimicrobiana y en aquellos ingresados en unidades
de cuidados intensivos. La colonizacién y las infecciones nosocomiales producidas por
enterobacterias estdn asociadas frecuentemente con instrumentacion y dispositivos

médicos contaminados (Sanders y Sanders 1997).
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Las enterobacterias presentan diferentes factores de virulencia: adhesinas, como
las fimbrias y proteinas de membrana externa, secreciéon de toxinas y produccion de

sideroforos.
e Siderdforos:

La presencia de sideréforos permite la supervivencia en los tejidos del organismo
hospedador, ya que la disponibilidad de hierro supone un factor limitante en el proceso de

infeccién bacteriana.

En el cuerpo humano, el hierro se encuentra adherido a moléculas transportadoras
tales como la hemoglobina, lactoferrina y transferrina, y existe poco hierro de forma
accesible para los microorganismos. Por ello, estas bacterias poseen sistemas de alta
afinidad que solubilizan el hierro y lo importan a la célula, los sideréforos (Bullen et al.,
2005).

e Secrecion de toxinas:

La secrecién de toxinas en enterobacterias hace referencia principalmente a la
bacteria Escherichia coli, productora de las toxinas Shiga, toxina termolabil (TL) y toxina

termoestable (TE).
e (dpsula:

La presencia de capsula en ciertas bacterias de la familia Enterobacteriaceae
contribuye a evadir las defensas del sistema inmune del organismo hospedador. Esta
formada por unidades repetidas de polisacaridos conocidos como antigenos K. Estos

protegen a la bacteria de la fagocitosis (Grimont y Grimont, 2005).

e Membrana externa:

La membrana externa de las enterobacterias consiste en una docle capa de
fosfolipidos que incluyen lipopolisacaridos (LPS), lipoproteinas, proteinas porinas
multiméricas y otras proteinas de la membrana externa. El LPS tiene tres dominios
principales: el esqueleto de lipido A, el oligosacarido fosforilado central (core) y las

cadenas laterales de oligosacarido de repeticidn.
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El lipido A, también conocido como endotoxina, es la parte biolégicamente activa
de la molécula que el huésped reconoce. El oligosacarido de repeticion unido al LPS se
conoce como antigeno O, cuya presencia ofrece resistencia a bactericidas (Bannerman,

2003; Puerta-Garcia y Mateos-Rodriguez, 2010).

Durante las infecciones por enterobacterias y en general, bacterias Gram negativas,
la replicacion bacteriana y la muerte celular liberan gran cantidad de lipopolisacaridos al
torrente sanguineo, que se une a las proteinas circulatorias y provoca la secrecién de

citoquinas inflamatorias (Peri et al., 2010).
e Fimbrias:

En enterobacterias se han encontrado fundamentalmente fimbrias de tipo I y tipo

I1I (Adegbola y Old, 1985; Hornick et al., 1991).

Entre las fimbrias mejor caracterizadas estdn las fimbrias de tipo I de las
enterobacterias. Son estructuras con un tamafio aproximado de 0,21 um de longitud y 7
nm de ancho que se distribuyen de forma uniforme sobre la superficie de las células.
Participan en la fijacién al organismo hospedador (figura 10) a través de la unién a

residuos de manosa de glicoproteinas de superficie situadas en las células epiteliales

hospedadoras para iniciar el proceso de anclaje. %r' e 4

et

Se trata de heteropolimeros formados por una g M
subunidad principal, FimA, que constituye mas de un 95 i
% de la fimbria, y una serie de componentes
secundarios: FimF y FimG que tienen un importante

papel en la biogénesis de la fimbria y FimH que ¥ N

LA~

proporciona a las fimbrias su sensibilidad a manosa Figura 10. Adhesién de enterobacteria

élula huésped a través de fimbri
(Krogfelt y Klemm, 1988; Russell, 1992). a_ce W huespecia fraves de Hmbrias
tipo I (Mulvey et al., 1998).

A los componentes FimC y FimD se les atribuye la funciéon de ensamblaje de los
componentes de la fimbria, ya que bacterias mutantes con delecién de dichos
componentes no son capaces de sintetizar fimbrias ain funcionando correctamente la

sintesis de la subunidad principal FimA (Orndorffy Falkow, 1984; Klemm et al., 1985).

Las fimbrias de tipo III contribuyen a la adhesién de la bacteria a diversas células
hospedadoras, aunque no es muy claro su papel en la patogénesis y no esta muy bien

definido su receptor (Schroll et al., 2010).
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Segliin la legislacion espafiola en cuanto a agentes biolégicos (Real Decreto
664/1997 sobre la proteccién de los trabajadores contra los riesgos relacionados con la
exposiciébn a agentes biolégicos durante el trabajo), la mayoria de especies de
enterobacterias se consideran agentes biologicos del grupo 2. Por agente bioldgico del
grupo 2 se entienden aquél que puede causar una enfermedad en el hombre y puede
suponer un peligro para los trabajadores, siendo poco probable que se propague a la

colectividad y existiendo generalmente profilaxis o tratamiento eficaz.

1.5.3. Fermentacion en la familia Enterobacteriaceae
e Fermentacion dcido mixta:

Se trata de un tipo de fermentacion que es llevada a cabo principalmente por la
familia Enterobacteriaceae. Bajo condiciones de anaerobiosis o microaerobiosis estas
bacterias fermentan la glucosa dando lugar a una mezcla de acidos: acético, férmico,
lactico, succinico, y etanol, con la posibilidad también de que se produzcan gases (CO; y

H:). Tiene lugar en los géneros Escherichia, Enterobacter, Salmonella, Klebsiella, y Shigella.
e Fermentacién butanodidlica:

Al igual que en el caso anterior, mediante esta fermentacion se forma una mezcla
de acidos y gases, pero ademas se sintetiza 2,3-BDO a partir de piruvato asi como su
intermediario acetoina. Tiene lugar en los géneros Enterobacter, Serratia y Erwinia
(Jurtshuk, 1996). La formacién de 2,3-BDO se describe mas detalladamente en el anterior

apartado 1.2.1.1.

1.5.4. Obtencion de bioproductos por enterobacterias

Las enterobacterias son capaces de generar gran cantidad de productos de interés
para la industria como los descritos en el anterior apartado 1.3.1. Dentro de la familia
Enterobacteriaceae existe una amplia diversidad de fenotipos que permite que sus

aplicaciones sean muy diversas (Chauhan y Varma, 2009).

Se ha descrito el uso de enterobacterias en la produccién de biofloculantes (Lu et
al., 2005), hidrégeno (Han et al.,, 2012), etanol (El Asli et al., 2002), butanodiol (Saha et al.,
1999; Perego et al., 2000), &cidos organicos (Kim et al., 2002).
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1.5.5. Asociacion a plantas en enterobacterias

En el suelo existen bacterias asociadas a una multitud de plantas, ya sea como
bacterias epifiticas, endo6fitas o en simbiosis con las plantas. Estas bacterias pueden
establecer distintos tipos de relaciéon con la planta, pudiendo actuar como patogenos,

organismos beneficiosos, o no tener efecto directo en las plantas.
e Bacterias enddfitas:

Los microorganismos endéfitos son capaces de entrar en los tejidos de la planta sin
causar dafios y pudiendo establecer una relaciéon de mutualismo con ella, bien atacando a
los patégenos de la planta, eliminando contaminantes, produciendo fitohormonas o
contribuyendo a la disponibilidad de nitrégeno asimilable por las plantas, entre otros
(Hallman et al., 1997). La penetracién de las bacterias endéfitas en la planta puede ocurrir
por estomas, heridas o areas de emergencia de raices laterales. La mayoria no inducen
respuesta de hipersensibilidad y por ello la planta no desarrolla mecanismos de defensa

contra ellas.

Existen estudios que prueban los efectos beneficiosos de los enddfitos sobre las
plantas (Barka et al, 2000), que indican que cuando las plantas son inoculadas con
bacterias de caracter endofitico, son méas vigorosas y poseen mayor resistencia a toéxicos y

patégenos y menor mortalidad.

Las caracteristicas de las bacterias endofitas permiten que puedan ser utilizadas
para incrementar el crecimiento y la producciéon vegetal, ya sea promoviendo el

crecimiento de la planta o actuando como control biolégico frente a patégenos.

e Bacterias rizosféricas:

La rizosfera se define como una zona de intensa actividad microbiana alrededor de
las raices cuya influencia estimula el crecimiento y aumenta la densidad de
microorganismos respecto al resto del suelo.

Los microorganismos de esta zona no estan intimamente asociados a las raices, sin
embargo tienen un efecto importante en el crecimiento de las plantas (Markova et al.,
2005). En la rizosfera, los microorganismos pueden desempefiar diversas e importantes

funciones como la produccion de sustancias de crecimiento y la captacion de nutrientes.
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Entre los microorganismos rizosféricos, los mas abundantes son las bacterias,
debido a su rapido crecimiento y la habilidad que presentan de utilizar un amplio rango de

sustratos como fuentes de carbono o nitrégeno (Jha et al., 2011).

Bacterias de la familia Enterobacteriaceae han sido aisladas de tejidos de un gran
ndmero de plantas silvestres y cultivadas (Ingraham et al., 1998). Dentro de esta familia,
varios géneros han sido caracterizados como PGPB (bacterias promotoras del crecimiento
de plantas): Citrobacter, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Pantoea y Serratia (Glick et al.,
1995).

En plantas de arroz, las bacterias de la familia Enterobacteriaceae representan la
mayoria de las bacterias endéfitas Gram negativas, predominando entre ellas las de los

géneros Enterobacter y Pantoea (Cottyn et al., 2001).

1.6. LA PLANTA DE ARROZ COMO FUENTE DE BACTERIAS CON CAPACIDAD DE
PRODUCCION DE 2,3-BDO

El arroz es una planta herbacea anual de la familia
de las gramineas, subfamilia de las poaceas y género Oryza.
El arroz cultivado pertenece a la especie Oryza sativa.

La planta consta de una serie de Organos
vegetativos (raiz, tallo y hojas) y oérganos florales
constituidos por las paniculas (figura 11). El fruto es
llamado botdnicamente cariépside y es comunmente
conocido como arroz, cuya forma y tamano pueden variar

dependiendo de la variedad de arroz de que se trate.

La planta de arroz se adapta a los ambientes acuéticos, y su

Figura 11. Planta de arroz.

cultivo se lleva a cabo en planicies que pueden permanecer
inundadas incluso durante el periodo de crecimiento de la planta (Aguilar, 2010).

El suelo inundado favorece la presencia de zonas oxigenadas asi como zonas
andxicas, por lo que pueden encontrarse bacterias con metabolismo aerdbico, anaerébico
o facultativo (Brune et al., 2000). Las condiciones de inundacién del suelo y la ausencia de
oxigeno junto con la presencia de materia organica, pueden dar lugar a fermentaciones
por parte de dichas bacterias, originando acidos organicos y otros compuestos derivados

de la fermentacién como etanol y 2,3-BDO.
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De esta forma se produce en la planta de arroz la enfermedad denominada Akegare
(figura 12), consecuencia de la toxicidad provocada por los productos de fermentacion,
que ocasiona retraso en el crecimiento radicular y amarilleamiento de las hojas (Aguilar,
2010).

Figura 12. Cultivo de arroz sano (izquierda) y cultivo afectado por Akegare (derecha).

El arroz es considerado el cultivo de cereal mas importante del mundo,
proporcionando alimento a mas del 50 % de la poblacién mundial (Gyaneshwar et al.,
2001). En Espania, este cereal constituye uno de los principales productos agricolas, con
varias zonas productoras: las Marismas del Guadalquivir, la albufera de Valencia, el delta
del Ebro y las vegas del Guadiana. De estas, las Marismas del Guadalquivir ocupan el

primer lugar, generando un 40% aproximadamente del total de la produccién de Espafia.

A partir de estos datos y lo referenciado en el apartado anterior, consideramos que
el arroz es una fuente abundante y cercana para la busqueda de microorganismos,
concretamente diversos géneros y especies de enterobacterias con posibles aplicaciones
para la fabricacion de compuestos precursores de bioplasticos resultantes del

metabolismo fermentativo, concretamente el 2,3-BDO.
1.7. CULTIVO DE ARROZ EN LAS MARISMAS DEL GUADALQUIVIR

Por definicién una marisma es un ecosistema de tipo himedo, constituido por una
gran extension llana que se inunda por efecto de las mareas y de la llegada de las aguas de
los rios que desembocan en sus proximidades.

Los sistemas marismefios, al ser confluencia de aguas dulces y saladas, con sus
correspondientes aportes de materiales, poseen suelos con unos altos contenidos
organicos y muy fértiles, y unos altos indices de biodiversidad (Del Moral, 1996).

La vegetacion caracteristica de la marisma es haléfila, debido a la salinidad del

terreno, y se trata de una vegetacion estacional.
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Ademas, las marismas constituyen habitats idoneos para numerosos organismos, y
mas concretamente los arrozales presentes en algunas marismas conforman el habitat de
una amplia variedad de organismos terrestres y acuaticos gracias a la continua presencia
de agua fresca (Manachini, 2007). A lo largo de miles de afios, la gente del campo ademas
ha incrementado esta biodiversidad con plantas cultivadas, animales domésticos y

acuicultura.

Las marismas del Guadalquivir estan situadas en el suroeste de la Peninsula
Ibérica (figura 13), ocupando el antiguo estuario del rio con una superficie de mas de

100.000 hectareas repartidas en tres provincias: Sevilla, Huelva y Cadiz.

LAy

Figura 13. Marismas del Guadalquivir, cultivo de arroz.

Del total de la superficie, unas 38.000 Ha situadas en la parte sevillana se dedican
al cultivo de arroz, que se encuentra dividido por el propio rio Guadalquivir en las
margenes izquierda y derecha. En la margen derecha, la superficie arrocera se extiende
desde la vega de La Puebla del Rio por el norte hasta el paraje denominado Veta la Palma
por el sur, delimitando con el rio Guadalquivir al este y con el rio Guadiamar al oeste, y
esta comprendida en los términos municipales de Isla Mayor y de La Puebla del Rio.

También existen varias agrupaciones en el término municipal de Aznalcazar. En la
margen izquierda, el cultivo se extiende desde la vega de Coria del Rio por el norte hasta
las fincas de Maestranza y Rincon del Prado, y el Poblado de San Leandro por el sur,
delimitando con el rio Guadalquivir al Oeste y con el cultivo de algoddén de los Palacios al
este, y esta comprendido en los términos municipales de La Puebla del Rio, Los Palacios,
Coria del Rio, Dos Hermanas, Utrera, Lebrija y Las Cabezas. Entre cada una de estas zonas
arroceras de las Marismas existen diferencias en cuanto al tipo de suelo, la salinidad y la

calidad del agua de riego.

Por ultimo, indicar que el cultivo de arroz en las marismas del Guadalquivir es una
actividad que se desarrolla desde principios del siglo XIX, representando esta zona el 8%
de la superficie europea dedicada al arroz, y la zona arrocera mas productiva del mundo
(9.000-10.000kg/Ha).
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Objetivos

En los ultimos afios la preocupacién por el impacto medioambiental y la
dependencia del petréleo para la fabricacidn de plasticos de sintesis quimica a gran escala,
ha despertado el interés de muchos investigadores para obtener estos productos con
rendimientos similares mediante procesos biotecnolégicos.

Los resultados de estos estudios han demostrado la existencia de microorganismos
capaces de sintetizar compuestos precursores de plasticos, lo que ha dado lugar a los

denominados bioplasticos.

Con estos antecedentes, el objetivo principal de esta Tesis Doctoral consiste en la
obtencion de precursores de polimeros para la sintesis de bioplasticos, concretamente
mondémeros de uretano a partir de 2,3-butanodiol, asi como la mejora en la produccién y el
aprovechamiento de residuos como materia prima, que pudieran dar lugar a procesos
econdmicamente rentables en la industria y respetuosos con el medio ambiente. Este

objetivo ha sido dividido en los siguientes objetivos especificos:

e Aislar enterobacterias asociadas a plantas de arroz de los arrozales de las
marismas del Guadalquivir: estudiar la diversidad en las distintas zonas de
muestreo y en las distintas partes de la planta de arroz.

e Seleccionar enterobacterias productoras de 2,3-BDO a partir de azlcares
fermentables.

e Evaluar el potencial de las bacterias seleccionadas para fermentar
carbohidratos.

e Obtener enterobacterias sobreproductoras de 2,3-BDO mediante manipulaciéon
genética de las rutas metabdlicas relacionadas con la sintesis de este
compuesto.

o Estudiar la posibilidad de aprovechar y valorizar residuos agroindustriales para
la obtencidn de azicares fermentables como materia prima en la produccién de
2,3-BDO.

e Estudiar el efecto de la eliminacién de factores de patogenicidad sobre la

produccién de 2,3-BDO en bacterias seleccionadas.
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Material y métodos

3.1. MUESTREO Y TRATAMIENTO DE MUESTRAS

3.1.1. Toma de muestras

Las muestras para el estudio se tomaron en diferentes zonas de los arrozales de las
marismas del Guadalquivir, y mas concretamente en tres tablas o unidades de cultivo

distintas dentro de cada zona de recogida. Como se muestra en la figura 14, las zonas de

recogida fueron:

~7

e Zona “La Compaiiia” (C): zona situada en la margen izquierda del rio Guadalquivir,
con agua de riego de buena calidad en cuanto a contenido salino.

e Zona “Los Pobres” (A): zona situada en la margen derecha del rio, con agua de riego
de mayor contenido salino y por lo tanto de una calidad inferior para el cultivo.

e Zona “Hato Raton” (HR): zona situada en la margen derecha del rio, con agua de

riego de pozo y sistema de cultivo ecoldgico.

Figura 14. Situacidn de las diferentes zonas de recogida en las marismas del Guadalquivir y de las unidades de cultivo o
tablas (T1, T2, T3) dentro de cada zona de recogida; Los Pobres (A), Hato Ratén (B) y La Compaiiia (C). Imagen obtenida a
partir de plano de GoogleEarth (http://earth.google.com).
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Las plantas de arroz de las distintas zonas fueron arrancadas de raiz junto con
parte de la rizosfera (figura 15) y trasladadas al laboratorio con el fin de ser tratadas para

el posterior aislamiento de los microorganismos presentes en las mismas.

Figura 15. Toma de muestras de plantas de arroz.

3.1.2. Tratamiento de muestras

Una vez recogidas, las plantas de arroz se dividieron en tres partes: parte aérea,

que comprende tallos y hojas, suelo rizosférico y raices (figura 16).

Figura 16. Distintas divisiones de la planta de arroz: tallos y hojas (TH), raices (R) y suelo rizosférico (S).

3.1.2.1. Tratamiento de muestras de suelo rizosférico

Las muestras de suelo rizosférico fueron obtenidas limpiando la tierra pegada a las
raices y recogiéndola en tubos Falcon. Las muestras que no se analizaron inmediatamente

se guardaron a -802C para su conservacion.
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3.1.2.2. Tratamiento de muestras de raiz y parte aérea

Las raices y parte aérea fueron esterilizadas superficialmente con NaClO al 5%
antes de proceder con el aislamiento de los microorganismos objeto de estudio. Para ello
se lavaron las raices con etanol al 70% durante 5 minutos, posteriormente con NaClO al
5% durante 10 minutos y finalmente se hicieron 5-6 lavados con agua estéril. Una vez
esterilizadas, se tomaron cantidades de 1 gramo de raices o parte aérea de cada zona de
recogida y se trituraron junto con 5 mL de NaCl 0.9% estéril con el homogeneizador
POLYTRON® PT 2100 (Kinematica, Lucerna, Suiza). Las muestras que no se analizaron

inmediatamente se guardaron a -802C para su conservacion.

3.2. MEDIOS DE CULTIVO

A continuacién se detalla la composicion de los diversos medios de cultivo
utilizados. El pH de todos ellos de ajusté a un valor aproximado de 7 con NaOH 1M y la
esterilizacion se realizé en autoclave a una temperatura de 121°C durante 20 minutos, a
excepcion del medio Mossel, que no se autoclavd y se esterilizd calentdndolo a 1002C

durante 30 minutos.

Medio TSB. Se prepar6 a partir de un preparado comercial de la marca Difco (Nueva
Jersey, EE.UU.), a una concentracién de 30 g/L, con la siguiente composicion:
Digerido pancreatico de caseina ..........ccccuuu 17 g/L

Peptona de soja
DEXIIOSa ..vvviveeireiee e e e s

Medio Mossel. Medio de enriquecimiento para enterobacterias. Se preparé a partir de un

preparado comercial de la marca Oxoid, a una concentracién de 45 g/L, con la siguiente

composicién:

Digerido pancreéatico de gelatina .............. 10 g/L
Verde brillante ......... 15 mg/L
Dextrosa 5g/L
NaCl 5g/L
V3 5 £SO 8g/L
(04221 | LN 20 g/L
KHPO4 rreeereisssesssssssssssssssssssssssssssssssssaens 2g/L
H20 cs.p. 1L
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Medio MacConkey agar. Medio de diferenciacion selectivo para enterobacterias y otros
bacilos gram negativos. Se preparé a partir de un preparado comercial de la marca Oxoid

(Hampshire, Reino Unido), a una concentracién de 35 g/L, con la siguiente composicion:

Peptona ..eeecrecenens 20 g/L
Lactosa .. 10 g/L

12 g/L

Medio Clark-Lubs. Medio recomendado para las pruebas de rojo de metilo y Voges-
Proskauer para la diferenciacién del grupo coli-aerogenes. Se prepard a partir de un
preparado comercial de la marca Oxoid (Hampshire, Reino Unido), a una concentracion de

17 g/L, con la siguiente composicidn:

Peptona ............ 7 g/L
Glucosa ... 5g/L
KzHPO4 ... 5g/L
H20 e cs.p.1L

Medio agua de peptona. Medio recomendado para estudiar la fermentacién de
carbohidratos, asi como para realizar la prueba de indol. Se prepard a partir de un
preparado comercial de la marca Oxoid (Hampshire, Reino Unido), a una concentracion de

15 g/L, con la siguiente composicion:

Peptona ... 10 g/L
NaCl . 5g/L
H20 i cs.p.1L

Medio agar citrato de Simmons. Medio para la diferenciaciéon de bacterias gram
negativas mediante la utilizacidn de citrato. Se preparé a partir de un preparado comercial
de la marca Oxoid (Hampshire, Reino Unido), a una concentraciéon de 23 g/L, con la

siguiente composicion:

MgSO4 ... .. 02g/L
NaNH4HPO4 - 4 H20 oo 0.8 mg/L
(NH4)2HPO4 covreeerereeereereseeerearecenens 0.2g/L
NaCl 5g/L

A EE BT 00 5 (5103 2g/L
Azul de bromotimol . .. 0.08g/L
Agar .. . 15g/L

3 - O csp. 1L
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Medio LB (Luria Bertani). Medio utilizado para mantener y propagar cepas de E. coli.
(Miller, 1972). Se prepar6 en el laboratorio a partir de sus distintos componentes

adquiridos en la casa Difco (Nueva Jersey, EE.UU.), en las siguientes proporciones:

Triptona 10 g/L
Extracto de levadura ............... 5g/L
NaCl 10 g/L
H20 cs.p.1L

Para preparar LB agar, se afiadié a la anterior mezcla agar a una concentraciéon de 15 g/L.

Medio EA. El medio de cultivo EA se prepar6 en base al trabajo de Petrov y Petrova

(2009), con la siguiente composicion:

NAZHPO4 coorreeeereeeeeesiseeessssssessssesesssesssssssssessssssssss s ssssesssssssssssas 6.8 g/L
KH2PO4 ... e s e e 3g/L
Naz2S04 ... . 0.28 g/L
(NH4)2S04 ........ .. 5.35g/L
MgSO4 - 7 H20 ... 0.26 g/L
KCl 0.75g/L
Acido citrico ... 0.42g/L
Extracto de levadura ........ 5g/L
Solucién de microelementos* 3mL/L
H20 b bR s cs.p.1L

*

ZnCl2 (34.2 g/L), MnCl2 (10 g/L), H3BO3 (0.31 g/L), FeCl3 (2.7 g/L), CuClz (0.85 g/L)

Medio para prueba de utilizacion de carbohidratos (rojo fenol). Para determinar la
utilizacién de azucares por medio de la prueba de rojo fenol, se preparé un medio de

cultivo con la siguiente composicion:

Peptona ... 20 g/L
|\ 0] 5g/L
Rojo fenol .....ccemeeene. 5g/L
H20 s cs.p.1L

Medio SOB (Super Optimal Broth). Medio utilizado para obtener una alta eficiencia de

transformacion de células de E. coli.

Peptona .. 20g/L
NaCl 5g/L
Extracto de levadura ... 5g/L
KCl 0.2g/L
MECL2 vt ssssssrenns 1g/L
=] O 25g/L
3 - O cs.p.1L
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Medio P1. autohidrolizado de residuo de pifia.

Medio P2. Medio preparado a partir de autohidrolizado de residuo de pina.

Autohidrolizado de residuo de pifa ........... cs.p. 1L

Extracto de levadura ... 5g/L

Medio N1. autohidrolizado de residuo de naranja.

Medio N2. Medio preparado a partir de autohidrolizado de residuo de naranja.

Autohidrolizado de residuo de naranja ............ cs.p. 1L

Extracto de levadura ......... 5g/L

3.3. SOLUCIONES TAMPON

Tampon imidazol. Tampén utilizado en la preparacion de soluciones para determinar

actividades enzimaticas.

Imidazol-HCl, pH 7 ...eeeeee 50 mM
KCl 0.1M
MECI2 e eeerseseenseenens 5 mM
H20 cs.p.1L

Tampon fosfato pH 7. Tampon utilizado en la preparacién de soluciones para determinar

actividades enzimaticas.

NazHPO4 0.2M ...cconverree 305 mL/L
NaHzP04 0.2M ...cccovververnenne 195 mL/L
H20 cs.p.1L

3.4. COMPUESTOS ANTIMICROBIANOS

En la tabla 2 se incluyen los compuestos antimicrobianos adicionados a los medios
de cultivo cuando resulté necesario. Todos ellos fueron proporcionados por la casa Sigma.
Se muestran los disolventes y concentraciones de las soluciones stock, asi como la
concentracion habitual del uso de los antibidticos para E. coli.

Las soluciones preparadas en agua destilada se esterilizaron por filtraciéon
mediante filtros de membrana de 0.22 pm de diametro (Merck Millipore, Darmstadt,

Alemania). Todas las soluciones se conservaron a -202C.
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Tabla 2. Antibiéticos utilizados en este trabajo.

CONCENTRACION STOCK | CONCENTRACION FINAL

ANTIBIOTICO DISOLVENTE PARA E.coli (ng/mL)
Ampicilina H,0 destilada estéril y NaOH 100 150
Estreptomicina H,0 destilada estéril 100 20
Gentamicina H,0 destilada estéril 200 20
Kanamicina H,0 destilada estéril 100 50

3.5. METODOS DE AISLAMIENTO

Para el aislamiento se tomaron cantidades de 1 gramo de cada zona de recogida,
cada tabla y cada parte de la planta de arroz, que se inocularon en matraces con 100 mL de
medio TSB, y se incubaron a 28 2C durante 24 horas. De los cultivos anteriores se tomaron
alicuotas de 1 mL y se pasaron a otros matraces con 100 mL de medio de enriquecimiento

Mossel, que fueron incubados a 372C durante 24 horas.

A partir de los cultivos en medio Mossel, se realizaron diluciones seriadas en NaCl
0.9%, y se tomaron alicuotas de 100 pL de las correspondientes a 106, 10-7 y 10-8 para
sembrarlas en placas de agar MacConkey, que se incubaron a 37 2C durante 24 horas. Se
seleccionaron las colonias de color rosado en este medio, por ser indicativas de
fermentacion de lactosa, caracteristica propia de enterobacterias. Las colonias

seleccionadas se purificaron sembrandolas en placas independientes de agar MacConkey.

3.6. MATERIAL BIOLOGICO
3.6.1. Cepas bacterianas

En la tabla 3 se muestra la relaciéon de cepas que se han utilizado en el presente

trabajo.

Tabla 3. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

CEPA BACTERIANA CARACTERISTICAS FUENTE O REFERENCIA
Escherichia coli DH5 o F, lacZ AM15, recA1, hsdR17,supE44, A(lac ZYA arg F) Hanahan, 1983
Enterobacter aerogenes CECT 684" Cepa silvestre CECT!
Enterobacter aerogenes SC10 Cepa silvestre Este trabajo
Enterobacter aerogenes EAB Enterobacter aerogenes SC10 con sobreexpresion del gen hdh. Km"® Este trabajo
Enterobacter aerogenes EALD Enterobacter aerogenes SC10 con delecién del gen IdhA. Km" Este trabajo
Enterobacter aerogenes EAG Enterobacter aerogenes SC10 con sobreexpresion del gen gapA. Gm"® Este trabajo

Enterobacter aerogenes SC10 con sobreexpresion de los genes gapA

Enterobacter aerogenes EAGB Este trabajo

y bdh. Gm®
Enterobacter aerogenes EALD-GB EALD con sobreexpresion de los genes gapA y bdh . Gm", Km" Este trabajo
Enterobacter aerogenes EA-SF Enterobacter aerogenes SC10 con delecién del gen fimD. Km"® Este trabajo
Enterobacter aerogenes EAGB-SF EAGB con delecién del gen fimD. Km® Este trabajo

1CECT: Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo.
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3.6.2. Condiciones de cultivo y conservacidon de las cepas

La temperatura habitual de crecimiento para las cepas del estudio fue de 372C. Los
cultivos se realizaron en condiciones de microaerobiosis o, en algunos casos, anaerobiosis.
Los cultivos en condiciones de microaerobiosis se desarrollaron de la forma habitual. Los
cultivos en condiciones de anaerobiosis se llevaron a cabo en matraces redondos sellados
con tapén de septum, creando las condiciones de anaerobiosis haciendo vacio e
introduciendo argon.

Para conservar las cepas se prepararon cultivos liquidos de cada una de ellas en
medio TSB, que se conservaron en criotubos junto con glicerol al 40% en relacion 1:1

cultivo/glicerol, mediante congelacién a -202C y -802°C.
3.6.3. Plasmidos

En la tabla 4 se presentan los plasmidos utilizados en la presente Tesis Doctoral.

Tabla 4. Plasmidos utilizados en este trabajo.

PLASMIDO CARACTERISTICAS FUENTE O REFERENCIA
PGEM-T Amp", vector de clonacién Promega’
pUC4-KIXX Derivado de pUC4K. Km" Vieira y Messing, 1982
PME-LDH AmpR, gen IdhA clonado en pGEM-T Este trabajo
pJQ200-SK Gm®, sac B, vector suicida Quandty Hynes, 1993
PRK600 Plasmido "helper”, oriColE1, Tra*, Cm® Kessler et al ., 1992
pBBR1-MCS2 Vector de clonacién. Km®, pBBR1 replicon, mob* Kovach et al ., 1995
pBBR1-MCS5 Vector de clonacién. Gm®, pBBR1 replicon, mob* Kovach et al ., 1995
PME1-kLDH Km®, derivado de pME-Lll)me:nellq;eensIed ;112 intoducido un casette de Este trabajo
pME2-KLDH Gm®, derivado de pJQSK200, con la construccién de pME1-Kldh Este trabajo
PME-GP Gm", gen gapA clonado en pBBR1-MCS5 Este trabajo
pME-BD Km", gen bdh clonado en pBBR1-MCS2 Este trabajo
pME-GB Gm", genes gapA y bdh clonados en pBBR1-MCS5 Este trabajo
PME-F Amp®, gen fimD clonado en pGEM-T Este trabajo
PME-FX Amp", derivado de pME-F cor}iirrrllsDercién de punto XhoI en el gen Tt vl
PME-FXK AmpR, Km", derivado de pMz-el;Xﬁcrzg casette de km insertado en el s weie e
PME2-FXK Gm®, Km®, derivado de pJQSK200, con la construccién de pME-FXK Este trabajo

Promega, Wisconsin, EE.UU.
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3.7. EXTRACCION, PURIFICACION Y MANIPULACION DE ADN

3.7.1. Extraccién de ADN genémico

La mayor parte de las extracciones de ADN fueron llevadas a cabo mediante kit
comercial. Para ellos, en primer lugar se inocularon las distintas cepas en tubos de ensayo
con 5 mL de medio LB, que fueron incubados a 372C durante 24 h. Tras la incubacio6n las
células se recogieron por centrifugacién, y a partir del pellet obtenido se extrajo el ADN
genomico utilizando el kit comercial Nucleospin® Tissue (Macherey Nagel, Diiren,

Alemania).

Para las amplificaciones por PCR-ERIC la extraccion de ADN genémico de las cepas
se realiz6 utilizando resina Chelex 100® (Bio-Rad, California, EE.UU.), por ser el método
optimizado para este tipo de PCR. Para ello se utiliz6 el protocolo descrito a continuacion,

siguiendo el método descrito por Walsh et al. (1991).

Protocolo de extraccién de ADN con resina Chelex®

1. Resuspender una colonia del microorganismo de interés en 300 uL. de NaCl 1M estéril
2. Centrifugar durante 5 min a 6000 r.p.m.

3. Descartar sobrenadante

4.Resuspender pellet con 300 pL de H,0 bidestilada estéril

5. Centrifugar durante 5 min a 6000 r.p.m.

6. Descartar sobrenadante

7.Agregar 200 pL deresinaal 6%, mezclar con vortex

8.Incubar a 562C durante 20 min

9.Incubar a992C durante 8 min

3.7.2. Extraccion de ADN plasmidico

Se realizaron cultivos en medio LB de las cepas hospedadoras en tubos de ensayo
con 5 mL de medio LB con el correspondiente antibiético y fueron incubados a 37°C
durante 24 h. Tras la incubacidn, las células se recogieron por centrifugacion y a partir del
pellet obtenido se extrajo el ADN plasmidico utilizando el kit comercial DNA-spin™

Plasmid DNA Purification Kit (iNtRON Biotechnology, Seongnam, Corea).
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3.7.3. Determinacion de la concentracion y pureza del ADN

La pureza y concentracion del ADN extraido fueron determinadas con el
espectrofotdmetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientificc Waltham, EE.UU.) midiendo la
absorbancia a una longitud de onda de 260 nm (la unidad de Azs corresponde a una
concentraciéon de ADN de 50 pg/ml). Para determinar la pureza del ADN se midi6 ademas
la absorbancia a 280 y 230 nm y se anotaron las relaciones Azs0/A280 ¥ Az60/A230, con el
objeto de determinar la presencia de contaminantes organicos (absorben a 230 nm) o
proteinas (absorben a 260 nm) en las muestras. Se acepté que un ADN era puro con una

relacién Ajzeo/Azs0 ~1.8 y una relacion Azeo/Az301.8-2.2.
3.7.4. Amplificacion de ADN mediante PCR

3.7.4.1. PCR

Para la amplificacion de fragmentos de ADN se utilizé el método de reaccion en
cadema de la polimerasa (PCR) siguiendo las indicaciones de Sambrook y Russel (2001).
Se empled un termociclador modelo C1000 (Bio-Rad, California, EE.UU.).

Las reacciones se llevaron a cabo en volumenes finales de 25 L, variando las
concentraciones de los componentes de la mezcla de reaccion en funcion de la enzima Tagq
ADN polimerasa utilizada en cada caso y segun instrucciones de cada fabricante. De la
misma forma, el numero de ciclos, el tiempo de elongacién y la temperatura de hibridacién

de los primers variaron segun el experimento realizado:

Condiciones de las reacciones de PCR llevadas a cabo en este trabajo

Amplificacion del gen ADNr 16S ~ Amplificacién del gen IdhA Amplificacién del gen fimD

1.95°C ... 5 5’ 1.95°C ... 5
2.95¢2 1 1 1
3.529C ... 2’ 2 2’
4.72°C ... 1'30” 2’ 2
5.72°C ... 7 7 7
(2-4) x 30 ciclos (2-4) x 30 ciclos (2-4) x 30 ciclos
Amplificacién del gen gapA Amplificacién del gen bdh ~ Mutagénesis dirigida por PCR
1.94°C ... 5 1.94°C ...... 5
2.94°C ......... 15” 2.94°C ... 15”
3.60°C ... 30™ 3.60°C 30™
4.72°C ... 1 4.72°C 1
5.72°C .eene 7 5.72¢°C 7
(2-4) x 30 ciclos (2-4) x 30 ciclos (2-4) x 30 ciclos
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3.7.4.2. PCR fingerprinting

La amplificacién de las secuencias consenso repetitivas intergénicas de
enterobacterias (ERIC) se llevé a cabo mediante PCR-ERIC, empleando un termociclador
modelo C1000 (Bio-Rad, California, EE.UU.) y siguiendo las condiciones establecidas en el
trabajo de De Bruijn (1992).

3.7.4.3. Primers utilizados

En la tabla 5 se muestra la relacién de primers que se han utilizado en este trabajo.

Tabla 5. Primers utilizados en este trabajo.

PRIMER SECUENCIA (5'--> 3")

16F27 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG

16R1488 CGGTTACCTTGTTAGGACTTCACC
ERICIR TACATTCGAGGACCCCTAAGTG

ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG

GenomF CTCGAGATTTCACAATCGCCCACCAG
GenomR GGGAGCACAAAAGGGGAAG

gapAF ATTCTCGAGCACTAACAAATAGCTGGTGG
gapA R AATAAGCTTACCGAAGCCGCTCTTATTGA
bdh_F TATAAGCTTCCAGCTACACCTGAGTCAAA
bdh_R ATAGAGCTCGGCAAACCATGTCAGAGCTT
FimD_F TGAGACCGGAGGGACTATGT

FimD_R ATACTGCCGCTCTGATTGCT

XhoFim_1 ATTCTCGAGACCAGTAGGTCTGATGGCTG
XhoFim_2 AATCTCGAGACCGGCAAGGCGGACCAGCA

3.7.5. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

La comprobacidn de los productos de PCR se llevo a cabo por electroforesis en gel

horizontal de agarosa, mediante el siguiente protocolo:

Protocolo de electroforesis en gel de agarosa

1.Gel deagarosaal 1% en tampdén TBE 0.5 X

2. Tincion del gel con RedSafe™ 20000x (iNtRON Biotechnology, Seongnam, Corea)

3.Secado del gel atemperatura ambiente

4. Carga de muestras y marcador peso molecular 1 Kb (iNtRON Biotechnology, Seongnam, Corea)
5. Migrado en cubeta con tamp6n TBE, 20 min, 100V

6.0bservacién con transiluminador luz UV
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3.7.6. Secuenciacion de ADN

El andlisis por secuenciacién de los fragmentos de ADN en este trabajo ha sido

realizado por la empresa Stab Vida (Caparica, Portugal) por el método de Sanger.
3.7.7. Digestion de ADN con enzimas de restriccion

La digestiéon de ADN se realiz6 en las condiciones éptimas para cada enzima de

restriccion, segiin indicaciones del fabricante (Thermo Scientific, Waltham, EE.UU.).
3.7.8. Ligacion de fragmentos de restriccion

Para las reacciones de ligacién se calcularon las proporciones vector:inserto
adecuadas en funciéon del tamafio de los fragmentos a ligar. Se utiliz6 la enzima T4 ADN

ligasa (Thermo Scientific, Waltham, EE.UU.) segun indicaciones del fabricante.
3.8. ANALISIS BIOINFORMATICOS

En la tabla 6 se describen los programas bioinformaticos utilizados para los

distintos andlisis de ADN llevados a cabo en este trabajo.

Tabla 6. Programas bioinformaticos utilizados en este trabajo para el analisis de ADN.

PROGRAMA UTILIDAD

e

\(;r—\}‘,;‘i BDGP N.N. Promoter prediction Localizacién de promotores

Prlmer3 (v 0.4.0) Primer3 Disefio de primers
Absynte Absynte Estudio de contextos genémicos
Archaeal and Bacterial Synteny Biplorer
SeqMan Pro SeqMan Pro Analisis y correccion de secuencias
EzTaxon Comparacion de secuencias con bases de datos

Blast Comparacion de secuencias con bases de datos
BLAST

ﬁO[ﬂbS NEBeutter V240 NebCutter Obtencién de mapas de restriccién
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3.9. METODOS DE TRANSFERENCIA DE MATERIAL GENETICO

3.9.1. Conjugacion

La transferencia de plasmidos por este método desde la bacteria E. coli a las cepas
de E. aerogenes utilizadas en este trabajo, se realizé6 segin el modelo de conjugacion

triparental, utilizando el plasmido pRK600 como plasmido “helper” (Kessler et al., 1992).

3.9.2. Transformacion

El método de transformaciéon utilizado fue el de electroporacién. Como células
competentes se utilizaron células de E. coli DH5a preparadas en el laboratorio siguiendo el

protocolo que se describe a continuacion:

Preparacion de células electrocompetentes

1. Pre-in6culo en tubo de ensayo de 5 mL de medio LB de la bacteria a preparar
2.Incubacién: 37°C, 24 h

3.Inoculacién en matraces con 50 mL de medio LB

4.Incubacién a 372C hasta alcanzar DO, de 0.4-0.6

5. Enfriamiento del cultivo en hielo durante 20 min, transferencia a un tubo Falcon enfriado
6. Centrifugacion a42C, 10000 r.p.m., 8 min

7.Lavado 3 veces del pellet con 5 mL de glicerol helado al 10%

8. Resuspension del pellet final en 200 pL de glicerol al 10%

9. Distribucidn de las células competentes en alicuotas de 50 pL, conservacioén a-802C

La electroporacion se llevd a cabo mediante el siguiente protocolo, elaborado a

partir de los descritos por Ausubel et al. (1987) y Miller y Nickoloff (1995):

Electroporacion

1. Enfriamiento de cubetas de electroporacion en hielo

2. Ajuste de electroporador MicroPulser (Bio-Rad, California, EE.UU.) segin bacteria a transformar
3. Adicion de 2 pL del ADN plasmidico a transformar a 50 pL de células electrocompetentes

4. Transferencia de lamezcla anterior a cubeta de electroporacion

5. Aplicacion de pulso eléctrico

6. Adicion inmediata de 800 pL. de medio SOB

7.Incubacion delamezclaa372Cdurante 1 h

8. Siembra en placas de medio LB suplementado con el antibidtico correspondiente
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3.9.3. Recombinacién homdloga

Para la obtencién de mutantes por recombinacién homoéloga se utilizé el plasmido
suicida por sacarosa pJQ200-SK, en el que se clonaron los distintos genes diana
interrumpidos por un casette de resistencia a determinado antibidtico segin la estrategia.
Este plasmido se transfirié6 desde células de E. coli DH5a a células de E. aerogenes
mediante un proceso de conjugacion triparental, anteriormente descrito (apartado 3.9.1.).
Los conjugantes se seleccionaron en medio LB con el antibiético correspondiente y
sacarosa al 10%, asegurando asi en la cepa receptora la adquisicion de la resistencia y por

tanto la incorporacion del gen interrumpido, y la eliminacién del vector p]JQ200-SK.
3.10. CARACTERIZACION FENOTIPICA

3.10.1. Caracteristicas morfoldgicas

3.10.1.1. Caracteristicas macroscopicas

Para determinar las caracteristicas macroscopicas de las cepas utilizadas en este
trabajo se llevé a cabo una siembra por aislamiento de éstas en placas de Petri con medio
TSA, y se incubaron a 372C durante 24 h. A partir de las colonias obtenidas, visualmente,

se evaluaron los aspectos que se recogen en la tabla 7.

Tabla 7. Diferentes aspectos tenidos en cuenta para determinar la morfologia de las colonias bacterianas.

FORMA BORDE ELEVACION SUPERFICIE

Puntiforme Entero f % Plana ~ Lisaorugosa
Circular . Ondulado ( Elevada ™ Mate o brillante
Rizoide # Lobulado L . Convexa ~®=-  Secao cremosa
Irregular . Filamentoso % Crateriforme 4l

Filamentosa ; ,' Acuminada = e

3.10.1.2. Morfologia

Para determinar la morfologia de las bacterias se llevaron a cabo diferentes

tinciones:

Tincion de Gram. Dicha tincién se realizé siguiendo la técnica de Gram convencional

partiendo de cultivos recientes de las cepas (Moyes et al., 2009).
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Tincion de capsula. Para determinar la presencia o no de capsula, se llevé a cabo una
tincién negativa, especifica para observar la capsula bacteriana. Mediante esta tincidn, el
fondo de la preparacién queda tefiido, sin embargo, los polisacaridos capsulares rechazan
la tinta china y la capsula aparece como un halo claro alrededor de los microorganismos.
La tincién se llevé a cabo mediante un protocolo desarrollado en nuestro laboratorio a

partir de de datos de la bibliografia (Tortora et al., 2007):

Tincién negativa

1. Extension sobre portaobjetos de colonia de cultivo fresco
2.Fijacion al aire

3. Gota de tinta china en un extremo del portaobjetos

4. Frotis con tinta china sobre la extension

5.Secado al aire

6. Tincién con fucsina basica, 1 min

7.Lavado con H,0 destilada

8.Secado al aire

9. Observacién al microscopio con objetivo de inmersion

3.10.2. Caracteristicas fisioldgicas

3.10.2.1. Crecimiento

Para establecer las posibles diferencias en el patrén de crecimiento entre las
distintas cepas objeto de estudio, en distintas condiciones de cultivo, se realizaron curvas
de crecimiento. Para ello se llevé a cabo el siguiente protocolo:

Curva de crecimiento

1. Pre-in6culo de la cepa en tubo de ensayo con 5 mL de medio de cultivo a partir de colonia fresca
2.Incubacién: 37°C, 24 h

3.Inoculacién en matraces con 50 mL de medio de cultivo

4.Incubacién: 372C

5.Medida de DOg, en espectrofotémetro a partir de la extraccion de 1 mL de cultivo hasta alcanzar

fase estacionaria. Blanco: medio de cultivo estéril

A partir de los datos de densidad dptica obtenidos se elaboré una grafica para
representar la curva con las distintas fases de crecimiento (figura 17) y se calculé la
velocidad especifica de crecimiento (u) de cada cepa a partir de la ecuaciéon de la

pendiente de la curva calculada en fase exponencial.
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Latencia Exponencial Estacionaria Muerte

X

to t

Figura 17. Patrén de crecimiento bacteriano tipico. Parametros para el calculo de la velocidad especifica de crecimiento.
Pendiente= p (h-1)= X¢-Xo/(t-to)

u= velocidad especifica de crecimiento

to=tiempo en h al que comienza la fase exponencial
t = tiempo en h al que termina la fase exponencial

Xo = valor de DOgo al principio de la fase exponencial

X: = valor de DOgoo al final de la fase exponencial
3.10.2.2. Tolerancia a diversos factores

Para determinar la tolerancia de las distintas cepas a diversos factores que podrian
afectar a su crecimiento, asi como a la produccion de 2,3-BDO, o que pudieran resultar una
ventaja para la produccién industrial de este compuesto, se llevaron a cabo ensayos de
recuento de UFC en placas de medio TSA como base, modificado segin los factores a
evaluar. En primer lugar se prepararon cultivos en tubos de ensayo con 5 mL de medio

TSB, que se incubaron a 372C durante 24 h.

Posteriormente se realizaron diluciones seriadas de los cultivos y se sembraron
alicuotas de 100 pL en placas de medio TSA con las diferentes condiciones y se incubaron
durante 48 h. Tras la incubaciéon se llevo a cabo el recuento de UFC en cada una de las
placas, y se expresaron los resultados segun la siguiente férmula: Ufc/mL = N° de colonias

en placa x inverso de la dilucién/0.1.

Tolerancia a pH. Para evaluar la tolerancia a distintos valores de pH, se prepararon

placas de TSA ajustando el pH a valores de 4,5, 6,7 y 8.
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Tolerancia a sacarosa. Para evaluar la tolerancia a distintas concentraciones de sacarosa
en el medio de cultivo, se prepararon placas de medio TSA adicionando sacarosa para

obtener concentraciones finales de 100, 200 y 300 g/L de sacarosa.

Tolerancia a 2,3-BDO. Para evaluar la tolerancia a distintas concentraciones de 2,3-BDO
en el medio de cultivo, se prepararon placas de medio TSA adicionando 2,3-BDO para

obtener concentraciones finales de 50, 60, 70, 100 y 150 g/L de 2,3-BDO.

Tolerancia a temperatura. La tolerancia de las cepas a la temperatura se evalué
mediante el crecimiento en placas de medio TSA incubadas a diferentes temperaturas:

282C, 37°Cy 45°C.
3.10.3. Pruebas bioquimicas

Con el objeto de determinar las caracteristicas metabodlicas de las bacterias del

trabajo, se realizaron una serie de pruebas bioquimicas.
3.10.3.1. Prueba oxidasa.

Se sigui6 el método de Kovacs (1956). Para ello, sobre un cuadrado de papel de
filtro se extendié con asa de siembra una colonia bacteriana procedente de un cultivo
fresco en agar nutritivo y sobre la muestra se afiadieron unas gotas de reactivo
diclorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina al 1% (Difco, Nueva Jersey, EE.UU.). Se
considerd un resultado positivo la coloracion azul-violeta del papel del filtro al cabo de 1

min a temperatura ambiente.
3.10.3.2. Prueba catalasa.

Sobre un portaobjetos se realizé una extensién bacteriana con un asa de siembra
partiendo de una colonia de un cultivo fresco en agar nutritivo. Sobre esta extension se
colocé una gota de perdxido de hidrogeno y se observd la formacion inmediata de

burbujas, determinando un resultado positivo la formacién de burbujas bien visibles.
3.10.3.3. Pruebas IMViC

Se llevaron a cabo una serie de pruebas bioquimicas denominadas IMViC que
consisten en: prueba de indol, prueba de rojo de metilo, prueba de Voges-Proskauer y

prueba de citratos.
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Este conjunto de pruebas permite diferenciar bacterias dentro de la familia
Enterobacteriaceae, principalmente se establecen diferencias entre E. coli y el grupo
formado por los géneros Klebsiella, Enterobacter y Serratia. Para este grupo, los resultados
de las pruebas IMViC son (--++), criterio que se sigui6 para la seleccion de los aislados, ya
que los géneros del grupo Klebsiella-Enterobacter-Serratia, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, son los que se han descrito anteriormente como endoéfitos habituales
de plantas de arroz con caracteristicas de promocién del crecimiento de plantas y posibles
productores de biopolimeros.

Prueba de indol: se determina si la bacteria posee la enzima triptofanasa, que
hidroliza el tript6fano en indol y alanina. El indol se detecta empleando el reactivo
especifico de Kovacs. Para dicha determinacion, se inocularon las bacterias en tubos de
ensayo con 5 mL de medio agua de peptona (que contiene triptéfano). Los tubos se
incubaron a 372C durante 48 h, y tras esta incubacién se afladieron unas gotas de reactivo
de Kovacs para revelar la prueba, identificando como reacciones positivas aquellas que
generaron un anillo rosa-rojizo en la superficie del cultivo, resultado de la reaccién entre

el indol producido y el p-dimetilamino benzaldehido contenido en el reactivo de Kovacs.

Prueba de rojo de metilo: mediante esta prueba se determina si la bacteria lleva
a cabo la fermentacién acido-mixta. Se detecta la formacién de acidos como el acético y
férmico, que son relativamente fuertes y bajan el pH del medio hasta 4-5. Dicho cambio de
pH se detecta afiadiendo el indicador rojo de metilo al cultivo.

Para esta determinacion se inocularon las bacterias en tubos de ensayo con 5 mL
de medio de Clark-Lubs, y se incubaron a 372C durante 48 h. Tras la incubacién se
afiadieron a los tubos unas gotas de rojo de metilo y se observd si se producia viraje del
color del medio. Las reacciones positivas se identificaron como aquellas en las que el
medio viré a color rojo.

Prueba de Voges-Proskauer: mediante esta prueba se detecta la fermentacion
butanodiélica. En esta fermentacion se produce un precursor del butanodiol, acetoina, que
se oxida en presencia de oxigeno para dar lugar a diacetilo. El diacetilo origina una
coloracién roja al reaccionar con los restos guanidinicos de algunos aminoacidos de la
peptona del medio de cultivo.

Para incrementar la sensibilidad de la reaccion se utiliza el reactivo alfa-naftol.
Para la realizacion de esta prueba se inocularon las bacterias en tubos de ensayo con 5 mL
de medio Clark-Lubs, mismo medio utilizado para la prueba anterior, y se incubaron a

37°C durante 48 h.
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Tras la incubacidn, se afiadieron a los tubos unas gotas de alfa-naftol, y se dejaron
en reposo durante 20 minutos. Posteriormente se efectud la lectura, considerando un
resultado positivo la aparicién de una coloracién roja y un resultado negativo la no
aparicién de dicha coloracion.

Prueba de citratos: mediante esta prueba se determina la utilizacién de citrato
como Unica fuente de carbono y energia. Se emplea un medio con citrato como Unica
fuente carbonada, el medio citrato de Simmons, que contiene citrato sédico y un indicador
acido-base (azul de bromotimol). Se detecta la alcalinizacién del medio por el consumo del
citrato y el consecuente viraje del color verde del medio hacia azul. Para detectar la
utilizacién de citrato, las bacterias se sembraron en tubos de ensayo preparados con agar
citrato de Simmons mediante la técnica de agar inclinado. Se incubaron a 372C durante 48
h, y tras la incubacidn se llev6 a cabo la lectura. Las reacciones positivas fueron aquellas en

las que se produjo un viraje del color del medio de verde a azul.
3.10.3.4. Bateria de pruebas API 20E

Se llevé a cabo una bateria de pruebas bioquimicas utilizando el kit comercial API
20E® (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia). Las galerias fueron incubadas a 372C durante
24 h, y posteriormente se procedid a su lectura e interpretacidon segun indicaciones del

fabricante.

3.10.3.5. Produccion de dcido y gas a partir de carbohidratos

La capacidad de produccion de acido y gas a partir de carbohidratos por parte de
las diferentes cepas se evalué empleando un medio de cultivo conteniendo los distintos
carbohidratos junto con el indicador acido-base rojo fenol. Asi, si la bacteria inoculada era
capaz de fermentar determinado carbohidrato con la consiguiente formacién de acido, se
pondria de manifiesto mediante el viraje del color del medio a amarillo, color del indicador
a pH acido (Cowan y Steel, 1982).

El protocolo seguido fue el siguiente: al medio de cultivo con rojo fenol se
afiadieron los carbohidratos previamente esterilizados por filtraciéon a una concentraciéon
final del 1%. Se prepararon tubos de ensayo con una campana de Durham (para detectar la
produccion de gases) con 5 mL de medio de cultivo, y se inocularon tomando colonias de

las distintas cepas de placas con cultivos frescos con asa de siembra.
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Los tubos se incubaron a 372C durante 48 h.
Se efectuaron lecturas de los resultados a las 24 y
48 h de cultivo, observando el viraje del medio
(figura 18) y la existencia de burbujas de aire

dentro de la campana de Durham.

En otros casos, para determinar la Figura 18. Resultados para la prueba de rojo

fenol. +, produccion de acido; ++, produccion
fuerte de acido; %, produccion de acido

carbohidratos se utilizd un medio de cultivo como  intermedia; -, resultado negativo.

formacion de acido por la fermentacion de

base con CaCOs3, al que se fueron afiadiendo soluciones de los distintos azicares a probar.
El medio se distribuy6 en placas de Petri que se sembraron con las cepas a ensayar a partir
de cultivos frescos, y se incubaron a 372C durante 24 h. Tras la incubacién se llevé a cabo
su lectura, considerando un resultado positivo la apariciéon de un halo de solubilizacién del

medio alrededor de las colonias.

3.10.3.6. Determinacion de actividades enzimadticas

Se llevé a cabo un andlisis cuantitativo de actividades enzimaticas butanodiol
deshidrogenasa (BDH), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y lactato
deshidrogenasa (LDH) a partir de extractos libres de células de las diferentes cepas. Los
extractos se prepararon mediante un protocolo elaborado a partir del descrito por Lino et

al. (2002):

Obtencion de extracto libre de células

1. Pre-indculo en tubo de ensayo con 5mL de medio TSB a partir de colonias de cultivo fesco
2.Incubacion: 37°C, 24 h
3.Inoculaciéon en matraces con 100 mL de medio TSB
4.Incubacién a 372C hasta alcanzar fase exponencial
5. Recogida de 50 mL del cultivo en un tubo Falcon
6. Centrifugacién a42C, 8000 r.p.m., 20 min
7.Lavado 2 veces del pellet con tampon fosfato (50 mM, pH7)
8.Resuspension del pellet final en 20 mL de tampdn fosfato (50 mM, pH7)
9. Lisis mediante sonicador a 70 W, 10 pulsos de 60 s, con pausas de 15 s en hielo
10. Centrifugaciéna 11000 r.p.m., 4°C, 30 min

11.Recuperacién del sobrenadante

La concentracidn en proteinas de los extractos libres de células obtenidos por lisis
(figura 19) se determin6 mediante espectrofotémetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific,

Waltham, EE.UU.).

46



Material y métodos

centrifugacion resuspension sonicado centrifugacion
S

SIS

célulalisada extractolibre
de células

‘ |
cultivo bacteriano

Figura 19. Esquema de obtencién de extracto libre de células a partir de cultivo bacteriano.

3.10.3.6.1. Medida de actividad enzimdtica BDH

La determinacion de la actividad enzimatica BDH se realiz6 en base a la siguiente

reaccion (Nicholson 2008):

OH o
H BDH
H3C/\{CH3 HJCJ\{CH:‘
OH OH
2,3-BDO acetoina

NH, H*

@ NH; o
N
@ANHZ Sy e (P
N 0 kN/ N 0 0 NTTN
:

N Il 1l
O, wo-b-0-b-o 0/ u, Omr-0-F—0—b-0-u. O.f
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HO/ \OH HG  ©OH HO OH HO OH

NAD* NADH

Figura 20. Reaccién catalizada por la enzima butanodiol deshidrogenasa. Fuente: KEGG (Kanehisa y Goto, 2000).

Se preparé un tampoén de reaccion compuesto por NAD+ 0.2 mM disuelto en buffer
fosfato (pH 7.6, 20 mM). En una cubeta con volumen final de 2 mL, se anadi6 el tampén de
reaccion, extracto libre de células a 10 mM, e inmediatamente antes de medir, 2,3-BDO a
0.1 M para iniciar la reaccién. A partir de ese momento, se midi6 la absorbancia a 340 nm
cada minuto mediante espectrofotémetro, para monitorizar la reduccién de NAD+a NADH
hasta que la absorbancia lleg6 a un valor estatico. El valor de actividad enzimatica se
cuantific6 mediante la féormula: 1 U actividad BDH= 1 pmol NAD+* consumido/min/mg
proteina.

La cantidad de NAD+* consumida se determind a partir del valor de su coeficiente
de extincion (e= 16900 M-1 cm1), mediante la ecuacion de la ley de Lambert Beer: A= €:c'

(A= absorbancia, €= coeficiente extincion, c= concentracion, 1= longitud de paso de la luz).
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3.10.3.6.2. Medida de actividad enzimdtica GAPDH

La determinacién de la actividad enzimatica GAPDH se realiz6 en base a la

siguiente reaccion:

0
oH ?H GAPDH HO J\/\ OH
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Figura 21. Reaccién catalizada por la enzima gliceraldehido-3-P deshidrogenasa. Fuente: KEGG (Kanehisa y Goto, 2000).

Se prepard un tampon de reaccién compuesto por trietanolamina 40 mM, EDTA
0.2 mM y NAD+* 10mM disueltos en buffer fosfato (pH 7.6, 20 mM), modificando el
protocolo descrito por Ferdinand (1964). En una cubeta con volumen final de 2 mL, se
afiadio el tampon de reaccidn, extracto libre de células a 10 mM, e inmediatamente antes
de medir, gliceraldehido-3-fosfato a 10 mM para iniciar la reacciéon. Posteriormente se
midié la absorbancia a 340 nm cada minuto mediante espectrofotometro, para
monitorizar la reduccion de NAD* a NADH hasta que la absorbancia llegé a un valor

estatico. El valor de actividad enzimatica se calculé mediante la formula:
1 U actividad GAPDH= 1 pumol NAD* consumido/min/mg proteina.

La cantidad de NAD* consumido se determiné a partir del valor de su coeficiente
de extincion (e= 16900 M1 cm-1), mediante la ecuacion de la ley de Lambert Beer descrita

anteriormente (apartado 3.10.3.6.).
3.10.3.6.3. Medida de actividad enzimdtica LDH

La determinacién de la actividad enzimatica LDH se realizé en base a la siguiente

reaccion reversible:

(o] o}

LDH
HoJﬁ'“’OH H3CJ\H,OH
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Figura 22. Reaccion catalizada por la enzima lactato deshidrogenasa. Fuente: KEGG (Kanehisa y Goto, 2000).
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Se prepar6 tampon imidazol en el que se disolvi6 NADH 3 mM. En una cubeta con
volumen final de 2 mL, se afiadid el tampdn de reaccion, extracto libre de células a 10 mM,
e inmediatamente antes de medir, piruvato 5 mM para iniciar la reaccién. A continuacién
se midi6 la absorbancia a 340 nm cada minuto mediante espectrofotémetro, para
monitorizar la oxidacién de NADH a NAD* hasta que la absorbancia llegé a un valor

estatico. El valor de actividad enzimatica se calculé mediante la férmula:
1 U actividad LDH= 1 umol NADH consumido/min/mg proteina.

La cantidad de NADH consumida se determind a partir de su coeficiente de
absorcién (e= 6.22 - 103 M1 cml) mediante la ecuacion de la ley de Lambert Beer

anteriormente descrita (apartado 3.10.3.6.).

3.11. SENSIBILIDAD FRENTE A ANTIBIOTICOS

La determinacién de la sensibilidad a antibiéticos de las cepas de objeto de estudio
se llevo a cabo por el método de difusion en agar de Kirby Bauer (Ferraro, 2000).
Este método consiste en depositar en la superficie de una placa con medio sélido
previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel de filtro impregnados con
los diferentes antibiéticos a estudiar. Cuando el disco entra en contacto con la superficie
humeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibi6tico difunde por el agar, formandose un
gradiente de concentracion. Tras la incubacidn, los discos pueden o no aparecer rodeados
por una zona de inhibicién de crecimiento bacteriano.

Se utilizaron discos comerciales (Bio-Rad, California, EE.UU.) de didametro
conteniendo los siguientes antibioticos: tetraciclina, ampicilina, kanamicina, neomicina,
estreptomicina, Aacido nalidixico, cloranfenicol y amoxicilina/acido clavulanico. El

protocolo seguido fue el siguiente:

Antibiograma disco-placa

1. Cultivo bacteriano en medio LB hasta turbidez de 0.5 en escala Macfarland
2.Siembra en césped en placa de LB agar de 100 pL del cultivo

3. Colocacion de los discos de antibidtico sobre la placa

4.Incubacién a372C durante 18 h

5.Lectura

La lectura e interpretacion del ensayo se llevé a cabo mediante la medicion del
didmetro de los halos de inhibiciéon formados y la comparacién de dichas medidas con
criterios estandarizados de interpretaciéon basados en el método de Kirby-Bauer, segin

normas del Comité Nacional de Normas de Laboratorios Clinicos (NCCLS, EE.UU.).
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Segln el didmetro del halo de inhibicién existen distintos valores de sensibilidad

(resistente, intermedio, sensible) en funcién de cada antibidtico.

3.12. OBTENCION DE 2,3-BDO

3.12.1. Ensayo de produccion de 2,3-BDO mediante fermentacion

Para la producciéon de 2,3-BDO, se realizé un pre-cultivo de cada cepa por
triplicado en tubos con 5 mL de medio EA, que se incubaron a 372C durante 24 h. Tras la
incubacidn, los pre-cultivos se inocularon en matraces con 50 mL de medio EA, al que se
afiadié la fuente de carbono utilizada en cada caso (glucosa o sacarosa), y se incubaron en

condiciones de microaerobiosis a 37 2C.

3.12.2. Recuperacion de metabolitos resultantes de la fermentacion

Los metabolitos producidos se recuperaron del medio de cultivo mediante la
recogida de 5 mL de cada cultivo en distintos momentos durante la incubacién y su
posterior centrifugacion durante 10 min a 7000 r.p.m. para extraer el sobrenadante, a

partir del cual se cuantificé la produccion de metabolitos.

3.13. OBTENCION DE AZUCARES FERMENTABLES A PARTIR DE RESIDUOS
AGROINDUSTRIALES

3.13.1. Pre-tratamiento de los residuos

Previamente a la extraccién de los azdcares presentes en los residuos mediante
procesos de hidrolisis, se llevd a cabo un pre-tratamiento mecanico de los mismos

consistente en su trituracion.

De esta forma se consigue la disminucion del tamafio de las particulas y el grado de
polimerizacién de los residuos, facilitando asi el proceso de hidroélisis y reduciendo su

duracion (Delgenes et al., 2003).
3.13.2. Hidrélisis acida

La extraccion de azicares mediante hidroélisis acida se llevé a cabo a partir de
cantidades variables del residuo a hidrolizar previamente triturado, al que se anadio
H2S04 al 0.5% en una proporcion 1:8. La mezcla se sometié a autoclave durante 15 min a
120°C y posteriormente se centrifugé a 8000 r.p.m. durante 8 min, recuperando el

sobrenadante y eliminando el pellet resultante.
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Al sobrenadante obtenido se afiadié una tercera parte de H;SO4 al 0.5% con
respecto al afiadido anteriormente, y volvié a autoclavarse durante 30 min a 1202C. Una
vez autoclavado se neutralizé utilizando Ca(OH): y se elimin6 el precipitado resultante por

centrifugacion a 8000 r.p.m. durante 8 min.
3.13.3. Hidrdlisis enzimatica

La hidroélisis enzimatica se llevd a cabo empleando el complejo enzimatico
Biocelulasa W (Biocon, Barcelona, Espafia), con actividad betaglucanasa, hemicelulasa y
xilanasa.

El proceso se llevo a cabo a partir del triturado del residuo correspondiente, al que
se afladié H,0 en proporcién 1:6. El pH se ajusté a 4.6, valor de trabajo de la enzimas
empleadas, y se incub6 a 55°C durante 2-3 h, agitando continuamente. Posteriormente se

centrifugd a 8000 r.p.m. durante 8 min y se recuper? el sobrenadante.

3.13.4. Autohidrolisis

El proceso de autohidroélisis se llevé a cabo, al igual que en los dos casos anteriores,
a partir del residuo a tratar previamente triturado. A éste se le afiadié H20 en proporciéon
1:8 y se autoclavé la mezcla durante 5 min a 120°C. posteriormente se obtuvo el

sobrenadante mediante centrifugaciéon a 8000 r.p.m. durante 8 min.

3.13.5. Detoxificacion de los hidrolizados

La detoxificacion de los hidrolizados obtenidos se llevé a cabo mediante resina de
adsorcion, utilizando una columna con resina Amberlite® XAD4. El hidrolizado se hizo

pasar por la columna y se recogi6 la fraccion resultante.

Posteriormente se realizaron dos lavados de la columna con H;0 y la resina se lavo
con acetona, permitiendo asi su posterior reutilizacion.
3.14. METODOS ANALITICOS
3.14.1. Cuantificacion de metabolitos resultantes de la fermentacion
3.14.1.1. Cuantificacién mediante cromatografia

La cuantificacion de 2,3-BDO y acido succinico se llevé a cabo mediante

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).
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Se empled un sistema Agilent 7890A con columna HP-5MS acoplado a un detector
de espectrometria de masas 5975C. Como gas portador se utiliz6 He, a un flujo constante
de 0.8 mL/min. La temperatura del inyector fue de 320 °C y se utilizé6 un sistema split
(100:1). El gradiente de temperatura fue de 40 a 280 °C (202C/min). La temperatura de la
linea de transferencia hacia el espectrémetro de masas se ajust6 a 280 °C.

El andlisis mediante cromatografia de gases se llevo a cabo en el Departamento de
Quimica Organica de la Facultad de Quimica (Universidad de Sevilla) en algunos casos, y
en el Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia de Sevilla (CSIC) en otros. Las

muestras a medir se procesaron de la siguiente forma:

Recta de calibrado. Se pesaron cantidades de 10, 20, 30 y 40 mg de 2,3-BDO y se
depositaron en viales a los que se afiadieron 1 mL del medio de cultivo utilizado para la
produccion de 2,3-BDO, 100 pL de isopentanol (patrén interno) preparado a 10 mg/mL y
1 mL de acetato de etilo al 100%. La mezcla se homogeneizé mediante vortex y se
centrifugd a 4000 r.p.m durante 5 min, obteniéndose varias fases. Se recogid la fase de mas
arriba (fase organica), evitando la interfase y se introdujo en un vial para cromatografia

que se inyect6 en el cromatografo.

Preparacion de las muestras. La extracciéon de 2,3-BDO de las muestras para su
cuantificacién se realiz6 de la misma forma que la curva de calibrado, sustituyendo en este

caso 1 mL de medio de cultivo por 1 mL de nuestra muestra.

3.14.1.2. Cuantificacién por método enzimdtico

La cuantificacion de acido lactico y etanol se llevé a cabo mediante kits comerciales
(Nzytech, Lisboa, Portugal) basados en la medida de NADH consumido o producido por la

accidn de las enzimas que dan lugar a dichos metabolitos.
3.14.2. Cuantificacion de sacarosa

3.14.2.1. Cuantificacién por cromatografia

La cuantificacion de la sacarosa restante de la produccion de 2,3-BDO mediante
cromatografia se llevd a cabo por el método de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS). El aparato utilizado fue el mismo que para cuantificar
2,3-BDO, también en el Departamento de Quimica Organica de la Facultad de Quimica

(Universidad de Sevilla).
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Previamente a la medicion se procesaron las muestras a medir de la siguiente

forma:

Recta de calibrado. Se tomaron cantidades de 10, 20, 30 y 40 uL de una solucién de
sacarosa preparada a 1 mg/mL y se depositaron en viales a los que se afiadieron 10 pL de
xilitol (patrén interno) a 1 mg/mL. La mezcla se homogeneiz6 mediante vortex y se

introdujo en un vial para cromatografia que se inyect6 en el cromatografo.

Preparacion de las muestras. En primer lugar se hicieron diluciones 1:20 de las
muestras en agua mili-Q. De la dilucién se tomaron 25 pL que se afiadieron a un vial con
10 pL de xilitol preparado a 1 mg/mL. Los viales se congelaron en nitrégeno liquido
durante 1 min y se liofilizaron durante 1 h. A continuacién se llevo a cabo un proceso de
derivatizacion de los azlcares de las muestras para facilitar su analisis obteniendo un

derivado mas volatil, mediante dos reacciones:

Reaccién 1 (oximacién). En el mismo vial con la muestra liofilizada, se afladieron 30 pL de
meox/piridina a 200 mg/mL preparada inmediatamente antes de su uso, y se incubd el

vial a 40°C durante 1 h.

Reaccién 2 (sililacién). A la reaccién 1 se afadieron 80 pL de BSTFA. La mezcla se
homogeneizé mediante vortex y se incubé de nuevo a 402C durante 1 h. Tras la incubacion

se traspaso la mezcla a un vial de cromatografia y se inyect6 en el cromatégrafo.
3.14.2.2. Cuantificacion por refractometria

Para la cuantificaciéon de sacarosa por refractometria se utilizé un refractémetro

digital (Atago, Tokyo, Japon), segin indicaciones del fabricante.
3.14.2.3. Cuantificacion de la concentracion celular

El crecimiento celular se midi6 por densidad O6ptica, a través de la lectura de
densidad 6ptica a 600 nm en espectrofotometro modelo 4111 RS (Zuzi, China). La biomasa
se calculd mediante la elaboracién de una recta de calibrado que correlaciona la

absorbancia con el peso seco de células.
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3.15. ADHESION A CELULAS EUCARIOTAS

La evaluacion de la capacidad de adhesion de las bacterias de interés a células
aucariotas se llevé a cabo utilizando células de levadura como modelo. Para ello se
desarrollé un protocolo basandose en datos de la bibliografia (Hsu et al. 1990; Grimaudo
et al., 1996; Biasoli y Margaro, 2003)

En primer lugar, se hicieron cultivos de las cepas a estudiar en tubos de ensayo con
5 mL de medio TSB, y se incubaron a 372C hasta alcanzar una DOggo cercana a 0.4, medida
en espectrofotémetro. Alcanzado ese punto, se tomé 1 mL de cada cultivo, se transfirié a
un tubo Eppendorf y se centrifug6 durante 2 min a 13000 rpm en microcentrifuga. El
pellet se lavé con PBS y se resuspendié en 1 mL del mismo tampon. De forma simultanea,
se prepard una suspension de células de levadura a partir de levadura comercial de
panaderia en PBS a una concentracién de 5 mg/mL. En un tubo Eppendorf, se mezclaron
500 pl de la suspension de levaduras con 1 mL de suspension bacteriana, y se incubd a
282C durante 1 h. Tras la incubacioén, se tomd 1 mL del cultivo de células bacterianas junto
con levaduras y se deposité sobre un portaobjetos para observar visualmente la posible
formacion de agregados de levadura producidos por la adhesién de bacterias (co-
agregados).

Para evaluar la adhesién de forma microscopica, se realizé una extension del
cultivo en un portaobjetos y se fijo al aire. Posteriormente la extension se tifié con fucsina
basica durante 1 minuto, se enjuagd con agua destilada y se dej6é secar. La muestra se
observd al microscopio dptico con objetivo de inmersion. La capacidad de adhesion de las
células bacterianas a las levaduras se evalué mediante el recuento del nimero de bacterias

adheridas a 100 células de levadura.
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4.1. AISLAMIENTO Y SELECCION DE CEPAS

Para el aislamiento de las diferentes cepas se utilizaron los medios de cultivo
Mossel y MacConkey segun lo descrito anteriormente (apartado 3.5. de material y
métodos). A partir de la siembra en medio MacConkey y la posterior seleccion de las cepas
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae en funcién de su pigmentacion, se
obtuvieron un total de 60 aislados. De ellos 46 fueron aislados de muestras de suelo

rizosférico, 10 de muestras de raices y 4 de parte aérea.

En cuanto a las zonas de muestreo, en la tabla 8 se muestran las cepas aisladas de

cada una de ellas.

Tabla 8. Cepas aisladas a partir de las diferentes zonas de muestreo.

ZONA DE MUESTREO TABLA  CEPAS AISLADAS TOTAL

1 11

La Compaiiia 2 9 26
3 6
1 5

Hato Ratdn 2 2 15
3 8
1 5

Los Pobres 2 10 19
3 4

Tras su caracterizacion preliminar como enterobacterias, a las 60 cepas aisladas se
les realizé la serie de pruebas bioquimicas IMViC (apartado 3.10.3.3. de material y
métodos). De esta forma se confirmé que los microorganismos aislados pertenecian a la
familia Enterobacteriaceae y se diferenciaron las cepas que pertenecian al grupo formado
por los géneros Klebsiella, Enterobacter y Serratia, descritos como productores de 2,3-

BDO, con resultado (--++) para estas pruebas.

A partir de estos resultados se seleccionaron 25 de las 60 cepas aisladas, que

fueron caracterizadas mas detalladamente.
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4.2. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LAS CEPAS SELECCIONADAS
4.2.1. Identificacion por secuenciacion del gen del ARN ribosomal 16S (ADNr 16S)

Las 25 cepas seleccionadas se identificaron mediante secuenciacién del gen del

ARNr 16S, rrs o también denominado ADN ribosomal 16S (ADNr 16S).

Mediante la técnica de PCR se amplific6 el gen ADNr 16S de las cepas seleccionadas
y se secuencié con los primers que se describen en la tabla 4 del apartado 3.7.4.3. de
material y métodos. Una vez obtenidas las secuencias de dicho gen, de un tamafio
aproximado de 1500 pb, se compararon con las secuencias disponibles en la base de datos
GenBank, con la ayuda del programa Blast del servidor del NCBI y de la aplicacion

EzTaxon-e (Kim et al,, 2012).

Se obtuvieron identificaciones a nivel de género y especie de cada una de las cepas,
a partir de los datos de similitud con cepas descritas previamente (tabla 9). Se considerd
que una cepa pertenecia a una especie depositada en la base de datos cuando el porcentaje

de similitud fue igual o superior a un 97%, segun lo establecido por Ludwig et al. (1998).

Tabla 9. Cepas seleccionadas y similitud con especies de la base de datos segtin secuenciaciéon del ADNr 168S.

DESIGNACION DE ZONA DE PARTE DE LA ESPECIE MAS PROXIMA SIMILITUD (%)
LA CEPA MUESTREO PLANTA FILOGENETICAMENTE
SC1 La Compafifa  suelo rizosférico KIebsieII; rl: ::;r:noir;;ae LI 99,71
SC2-a La Compafifa  suelo rizosférico Klebsiella singaporensis 96,59
SC2-b La Compaiifa  suelo rizosférico Klebsiella singaporensis 98,27
SC4 La Compafifa  suelo rizosférico Enterobacter ludwigii 99,03
SC10 La Compafifa  suelo rizosférico Enterobacter aerogenes 99,56
SC13 La Compaiifa  suelo rizosférico Enterobacter ludwigii 99,15
SC17 La Compaiifa  suelo rizosférico Leclercia adecarboxylata 99,64
SHR6 Hato Ratén suelo rizosférico Enterobacter ludwigii 99,64
SHR7 Hato Rat6n suelo rizosférico Leclercia adecarboxylata 99,71
SHRS Hato Rat6n suelo rizosférico Klebsiella oxytoca 98,8
SHR9 Hato Ratén suelo rizosférico Citrobacter freundii 98,87
SHR12 Hato Ratén suelo rizosférico ~ Enterobacter cancerogenus 99,65
SA2 Los Pobres suelo rizosférico Enterobacter ludwigii 99,36
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Tabla 9. (Cont)

DESIGNACION DE ZONA DE PARTE DE LA ESPECIE MAS PROXIMA SIMILITUD (%)
LA CEPA MUESTREO PLANTA FILOGENETICAMENTE
SA4 Los Pobres suelo rizosférico Enterobacter asburiae 98,42
SA6 Los Pobres suelo rizosférico Enterobacter hormaechei 99,22
SA11 Los Pobres suelo rizosférico Citrobacter freundii 98,54
SA12 Los Pobres suelo rizosférico ~ Enterobacter cancerogenus 98,78
SA14 Los Pobres suelo rizosférico ~ Enterobacter cancerogenus 99,15
RC1 La Compaiiia raices Enterobacter cancerogenus 99,36
RC2 La Compafiia raices Enterobacter cancerogenus 99,86
RA1 Los Pobres raices Enterobacter cancerogenus 99,92
RA2 Los Pobres raices Enterobacter cancerogenus 99,43
RHR1 Hato Rat6n raices Klebsiella variicola 98,55
RHR2 Hato Ratén raices Enterobacter cancerogenus 98,27
RHR3 Hato Ratén raices Enterobacter cancerogenus 97,34

La mayor parte de las cepas seleccionadas se identificaron como pertenecientes al
género Enterobacter (64%), seguidas del género Klebsiella (20%), y en menor proporcién,

los géneros Citrobacter'y Leclercia (ambos con un 8%), como se muestra en la figura 23.

Leclercia
Citrobacter 8%
8% ~

Klebsiella
20%

Figura 23. Distribucién porcentual de las cepas aisladas agrupadas por género.

Se obtuvieron un total de 11 especies distintas, siendo Enterobacter cancerogenus
la especie que se aisl6 con mayor frecuencia. Fue ademas la tnica especie presente en
todas las zonas de muestreo. El resto de especies aisladas se encontraron en una unica

zona de muestreo, y en algunos casos en dos de ellas.
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En cuanto a las distintas zonas de muestreo, Hato Ratén es la zona con mayor
diversidad entre los aislados, ya que entre las 8 cepas provenientes de la misma se
diferencian 7 especies distintas.
Con respecto a las distintas partes de la planta de arroz, en la tabla 9 se puede
observar que la mayoria de cepas se aislaron de muestras de suelo rizosférico,
encontrandose en las raices un 28% de los aislados, que pertenecen en su mayoria a la

especie Enterobacter cancerogenus.
4.2.2. Identificacién por PCR fingerprinting (huella genética)

Para determinar la existencia de distintas cepas entre las bacterias identificadas
como de una misma especie segun la anterior secuenciacion del ADNr 168, se llevé a cabo
la amplificacién de las secuencias consenso repetitivas intergénicas de enterobacterias
(ERIC) mediante PCR-ERIC.

Como resultado se obtuvieron patrones de bandas de ADN especificos de cada
especie y cepa, que fueron comparados visualmente y a continuacién se trataron con el

programa de procesamiento de imagenes Image] (Abramoff et al., 2004) (figura 24).

A
sa12 [T
rez [ [sc2-= [N
- K. singaporensis -
| scz-b
E.cancerogenus -  RA2 (_
sur12 [ sc+ [ T

E. ludwigii | SHR6 l ]m.

rur3 [T
sa2 [
sa14 [ EG—_-
_ [ sc17 T
L. adecarboxylata - -
K. pneumoniae A — i SHR7E t]l_
o | stiro [IEENEE I
.oxytoca SHRBI]_ C. freundii
L L sa1 [
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B

E. cancerogenus
A

SA12 RC1 RC2 RA1 RA2 SHR12 RHR2 RHR3 SA14
K. oxytoca K. pneumoniae E.aerogenes K.variicola K. singaporensis L. adecarboxylata
It It L A A I}
[ | 1o Vo |0 \ [ !
SHR8 SC1 SC10 RHR1 SC2-a SC2-b SC17 SHR7
E. ludwigii C. freundii E. asburiae
A | A
I V0 V0 )
SC4 SC13 SHR6 SA2 SHR9 SA11 SA4

Figura 24. Perfiles obtenidos a partir de la PCR-ERIC, agrupados por aislados pertenecientes a la misma especie (A) y

graficas obtenidas a partir de los patrones de bandas mediante el programa Image] (B) (Abramoff et al., 2004).

La comparacion de los perfiles de bandas (huellas genéticas) resultantes de la
electroforesis muestra que para algunas especies se aislaron cepas con patrones
diferentes, tratandose por lo tanto de cepas distintas y no clones. Esta variacion indica que

dichas cepas han sufrido una serie de variaciones gendmicas.

4.3. SELECCION DE UNA CEPA PARA LA PRODUCCION DE 2,3-BDO

4.3.1. Screening de produccion de 2,3-BDO de las cepas seleccionadas

Para determinar la capacidad de producir 2,3-BDO por parte de las distintas cepas
aisladas e identificadas, se llevé a cabo un ensayo de producciéon de este compuesto tal
como se describe en el apartado 3.12.1. de material y métodos, utilizando glucosa como

fuente de carbono a una concentracidn final de 60 g/L.

La cantidad de 2,3-BDO producido se cuantific6 por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), obteniendo los resultados que se muestran

en la tabla 10.
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Tabla 10. Datos de produccién de 2,3-BDO a las 24 h de cultivo de las especies aisladas.

2,3-BDO 24 H (g/L)

ESPECIE S :
opticamente activo
K. pneumoniae nd 6.60 = 0.3
K. singaporensis nd 8.40+0.3
E. ludwigii nd 8.13+0.3
K. variicola nd 6.23£0.3
E. aerogenes nd 13.20+ 0.3
L. adecarboxylata nd 6.40 £ 0.3
C. freundii nd 821+0.3
K. oxytoca nd 10.80 £ 0.3
E. asburiae nd 6.60 = 0.3
E. hormaechei nd 83003
E. cancerogenus nd 10.00 £ 0.3

nd= no detectado

Los datos muestran la produccion media de 2,3-BDO entre las distintas cepas
aisladas agrupadas por especies. Todas las especies aisladas fueron capaces de producir
2,3-BDO a partir de glucosa, aunque como se puede observar, ninguna bacteria produjo
una cantidad detectable de 2,3-BDO en su forma meso-, predominando la forma

Opticamente activa.

Como se muestra en la tabla 10, la especie que produjo una mayor cantidad de 2,3-

BDO fue Enterobacter aerogenes.
4.3.2. Utilizacion de carbohidratos

Como se vi6 en la introduccion, la ruta de sintesis de 2,3-BDO parte de moléculas
de glucosa. Sin embargo, econémicamente seria mas rentable la adicién de sacarosa al
medio de cultivo para llevar a cabo la fermentacién, en lugar de afiadir glucosa pura.
Ademas la sacarosa es una hexosa que forma parte de los residuos agroindustriales de
material lignoceluldsico, que podrian utilizarse como materia prima en la producciéon de
2,3-BDO, abaratando los costes de produccién y valorizando estos residuos frente a otras

materias primas mas costosas o perjudiciales para el medio ambiente.

Por ello, para determinar la capacidad de las distintas cepas de utilizar sacarosa,
descomponiéndola en glucosa y fructosa, y asimilar la glucosa para producir 2,3-BDO, se
llevé a cabo un ensayo de fermentacion de ambos azuicares en placas de medio con CaCO3
(apartado 3.10.3.5. de material y métodos), basado en la formacién de acido como

resultado de la fermentacién. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 11.
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Tabla 11. Resultados de prueba de utilizacién de glucosa y sacarosa.

CEPA IDENTIFICACION GLUCOSA | SACAROSA
sc1 Klebsiella pneumo‘niae subsp. . o
pneumoniae
SC2-a Klebsiella singaporensis + +
SC2-b Klebsiella singaporensis + +
SC4 Enterobacter ludwigii + -
SC10 Enterobacter aerogenes ++ ++
SC13 Enterobacter ludwigii ++ ++
SC17 Leclercia adecarboxylata + ++
SHR6 Enterobacter ludwigii ++ ++
SHR7 Leclercia adecarboxylata + ++
SHR8 Klebsiella oxytoca + +
SHR9 Citrobacter freundii ++ ++
SHR12 Enterobacter cancerogenus ++ ++
SA2 Enterobacter ludwigii ++ +
SA4 Enterobacter asburiae ++ ++
SA6 Enterobacter hormaechei + ++
SA11 Citrobacter freundii + ++
SA12 Enterobacter cancerogenus iz =
SA14 Enterobacter cancerogenus S5t Sist
RC1 Enterobacter cancerogenus Sz iz
RC2 Enterobacter cancerogenus Sists ++
RA1 Enterobacter cancerogenus + +
RA2 Enterobacter cancerogenus + +
RHR1 Klebsiella variicola + +
RHR2 Enterobacter cancerogenus + =
RHR3 Enterobacter cancerogenus + -

(+) = presencia de halo, (-)= ausencia de halo, (++)= presencia de halo de mayor tamafio

Como se puede observar todas las cepas estudiadas fueron capaces de fermentar glucosa,
sin embargo, no todas tienen la capacidad de metabolizar sacarosa y disociarla en fructosa y
glucosa para utilizar dichos monosacaridos.

Las diferencias de utilizacion de azicares tuvieron lugar entre aislados de distintas
especies asi como entre diferentes cepas de la misma especie. En algunos casos también se
observan diferencias dentro de la misma especie y cepa pero proveniente de diferentes puntos de

muestreo (por ejemplo RC1 y RHR3).

En funcién de los resultados de produccién de 2,3-BDO obtenidos, su capacidad
para utilizar tanto glucosa como sacarosa, su facil cultivo y los datos existentes en la

bibliografia, se seleccioné la cepa Enterobacter aerogenes SC10 como cepa de trabajo.
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Previamente a los distintos ensayos de produccion realizados con la misma, se
llevaron a cabo una serie de determinaciones en paralelo con una cepa tipo comercial de E.
aerogenes obtenida de la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), E. aerogenes CECT
684T. De esta forma se podria confirmar la identificaciéon preliminar de nuestra cepa,

realizada anteriormente por pruebas IMViC y secuenciacién del ADNr 16S.
4.3.3. Caracterizacion de la cepa E. aerogenes SC10
4.3.3.1. Caracterizacion fenotipica

En primer lugar se llevd a cabo un estudio de caracterizacién macroscopica,
observando las caracteristicas de las colonias de la cepa E. aerogenes SC10 y la cepa de
referencia E. aerogenes CECT 6847, crecidas en placas de medio nutritivo TSA, asi como en

medio selectivo MacConkey (figura 25).

E. aerogenes CECT 684T E. aerogenes SC10

Figura 25. Aspecto de las colonias de de la cepa E. aerogenes SC10 y la cepa de referencia E. aerogenes CECT 6847

sembradas en medio TSA (imagenes A y B) y medio MacConkey (imédgenes Cy D).

La descripcion de las colonias se detalla en la tabla 12.
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Tabla 12. Caracteristicas macroscépicas de la cepa E. aerogenes SC10 y la cepa de referencia E. aerogenes CECT 684T.

MEDIO DE , ,
CULTIVO BORDE | ELEVACION SUPERFICIE PIGMENTACION
. lisa, brillante, traslicida, amarillo-
TSA circular entero convexa cremosa risécea
E. aerogenes SC10 . . &
. lisa, brillante,
MacConkey circular entero convexa opaca, rosa oscuro
cremosa
. lisa, brillante, traslicida, amarillo-
TSA circular entero convexa . .
@ cremosa grisacea
E. aerogenes CECT 684 . .
. lisa, brillante,
MacConkey circular entero convexa opaca, rosa oscuro
cremosa

Posteriormente, se determiné la morfologia de ambas cepas mediante tincién de
Gramy tincion negativa.

Mediante la tincién de Gram se observo que tanto la cepa objeto de estudio como la
cepa de referencia presentaban la siguiente morfologia (figura 26): bacilos Gram-
negativos, rectos, con un tamafio celular de 1-2 um de longitud y 0.25-0.5 pm de ancho. La

tincién negativa revel6 la presencia de capsula en las dos cepas.

E. aerogenes CECT 6847 E. aerogenes SC10

Figura 26. Microfotografia de las cepas E. aerogenes SC10 y E. aerogenes CECT 6847 teiiidas mediante tincién Gram (A) y

tincién negativa (B).
4.3.3.2. Pruebas bioquimicas

Al igual que para la caracterizacion fenotipica de la cepa E. aerogenes SC10, para su
caracterizacién bioquimica se tomé como referencia la cepa E. aerogenes CECT 684T.
Las dos cepas se sometieron a las pruebas de catalasa, oxidasa y la bateria de

pruebas API 20E. Los resultados para ambas fueron catalasa positiva y oxidasa negativa.
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En cuanto a las 20 pruebas de la bateria API 20E los resultados fueron también
iguales para ambas cepas, determindndose que las dos cepas examinadas presentan las
actividades lisina descarboxilasa, ornitina descarboxilasa, triptéfano desaminasa y son
capaces de fermentar glucosa, manitol, inositol, sorbitol, ramnosa, sacarosa, melobiosa,

amigdalina y arabinosa, perfil que corresponde con la especie Enterobacter aerogenes.

4.3.3.3. Sensibilidad frente a antibiéticos
Mediante el método de antibiograma disco-placa se determind la sensibilidad a

diversos antibi6ticos de las dos cepas de E. aerogenes estudiadas (tabla 13).

Tabla 13. Sensibilidad a distintos antibiéticos de las cepas E. aerogenes SC10 y E. aerogenes CECT 684T.

CEPA

ANTIBIOTICO
E. aerogenes SC10 E. aerogenes CECT 684

Tetraciclina R I
Ampicilina R R
Kanamicina I I
Neomicina R S
Estreptomicina S S
Acido nalidixico I S
Cloranfenicol S S
Amox./clav. R R

R=resistente, S= sensible, I= intermedio

Se determiné que la cepa objeto de estudio presenta mayor resistencia a los

antibioticos tetraciclina, neomicina y acido nalidixico que la cepa tipo.
4.3.3.4. Crecimiento

Se evalué el crecimiento de las cepas E. aerogenes SC10 y E. aerogenes CECT 684T
mediante la elaboracion de curvas de crecimiento (apartado 3.10.2.1. de material y

métodos).

Se realizaron curvas en medio nutritivo (TSB) sin adicién de carbohidratos, y en el
medio utilizado para la produccién de 2,3-BDO (medio EA), afladiendo sacarosa a una

concentracion final de 90 g/L (figura 27).
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Figura 27. Curvas de crecimiento en medio TSB (A) y medio EA suplementado con sacarosa (B).

A partir de la pendiente de la curva en medio TSB, en la fase de crecimiento
exponencial (1-8h), se calcularon las velocidades especificas de crecimiento de ambas
cepas obteniendo como resultado una velocidad especifica de 0.68 para la cepa E.
aerogenes SC10 y de 0.69 para la cepa de referencia.

En medio de cultivo suplementado con sacarosa, se observé un tipo de crecimiento
diduxico, con dos fases exponenciales separadas por una fase estacionaria corta. Este
crecimiento se debe a la utilizacién de dos fuentes de carbono distintas (en este caso
glucosa y fructosa obtenidas a partir de la sacarosa del medio). Las bacterias crecieron
primero utilizando glucosa como fuente de carbono preferente, hasta su agotamiento, y
posteriormente utilizaron la fructosa.

Se calcul6 la velocidad especifica de crecimiento para ambas cepas en la primera y
segunda fase exponencial, obteniendo asi datos de 1.38 y 2 para E. aerogenes SC10y 1.27 y

1.4 para la cepa de referencia.
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Por lo tanto, se puede afirmar que la cepa E. aerogenes SC10 presenta un
crecimiento idéntico al de la cepa tipo E. aerogenes CECT 684T en cultivos con medio sin
carbohidratos afiadidos pero presenta una mayor velocidad de crecimiento cuando el

medio de cultivo es suplementado con carbohidratos.
4.3.3.5. Produccion de 2,3-BD0O

Se ensay0 la produccion de 2,3-BDO de la cepa E. aerogenes SC10 junto con la cepa
de referencia, mediante cultivos en medio EA suplementados con 90 g/L de sacarosa.

Los datos de produccidn a las 24 h de cultivo (figura 28) muestran que la cepa E.
aerogenes SC10 produjo un 5.81 % mas de este compuesto que la cepa tipo E. aerogenes

CECT 684T.

18,00 4
17,50 1
17,00 A

16,50 - J

16,00 A

2,3-BDO (g/L)

15,50 1

15,00

EACECT 684 EASC10

Figura 28. Produccién de 2,3-BDO a las 24 h de la cepa de estudio E. aerogenes SC10 y la cepa de referencia E. aerogenes

CECT 684T en cultivo con medio EAy 90 g/L de sacarosa.

Teniendo en cuenta los datos comparativos con la cepa de referencia obtenidos en
la caracterizacion fenotipica y bioquimica, las pruebas de sensibilidad a antibidticos, y los
estudios de crecimiento y produccion de 2,3-BDO, se confirmé que la cepa E. aerogenes
SC10 aislada en este trabajo efectivamente podia identificarse como tal especie y que
presentaba ciertas ventajas en cuanto a velocidad de crecimiento y producciéon de 2,3-BDO
con respecto a la cepa tipo E. aerogenes CECT 6847, por lo que se eligié continuar

trabajando con la primera.
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4.4. MODIFICACION METABOLICA DE LA CEPA E. aerogenes SC10 PARA
INCREMENTAR LA PRODUCCION DE 2,3-BDO

4.4.1. Sobreproduccion de 2,3-BD0O mediante modificacion de vias implicadas en la

produccion de metabolitos en la ruta metabdlica de sintesis de este compuesto

La formacidén de 2,3-BDO a partir de glucosa en E. aerogenes, como ya se vi6 en la
introduccién, tiene lugar a través de una ruta metabdlica en la que se producen numerosas
reacciones que dan lugar a este y otros compuestos (figura 29).

En el proceso de fermentaciéon que da lugar a la produccién de 2,3-BDO, se oxidan
fuentes de carbono como la glucosa y se produce agente reductor en forma de NADH. Para
mantener el equilibrio redox en la célula, el NADH es utilizado para reducir compuestos
intermediarios y formar hidrégeno, lactato, etanol, succinato o 2,3-BDO (Berrios-Rivera et
al, 2002).

Glucose

2NAD* )
co, Pi
2 NADH
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2 Phosphoenolpyruvate

2 ADP 2NADH ~|
2NAD*  2NADH Sk 184D <]
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Figura 29. Ruta metabolica de sintesis de 2,3-BDO en E. aerogenes (Jung et al., 2012).

Una vez comprobada la capacidad de produccién de 2,3-BDO por E. aerogenes, se
realizé un estudio sobre el efecto de la producciéon de otros metabolitos en la formacion,

productividad y rendimiento de este compuesto.
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4.4.1.1 Modificacion de la via metabdlica de sintesis de lactato

4.4.1.1.1 Efecto de la sintesis de lactato en la produccién de 2,3-BDO en E. aerogenes

La ruta de produccién de lactato (figura 30) se define como la mayor consumidora

de NADH entre las rutas dependientes de NADH del metabolismo intracelular en E.

aerogenes (Zhang et al., 2009, Zhao et al, 2009), por lo tanto, supone una competencia

para la sintesis de 2,3-BDO. Debido a esto, la inactivacion de la ruta que da lugar a acido

lactico afectaria al metabolismo del carbono y supondria una redistribucion de NADH

entre las rutas dependientes de este compuesto, entre ellas la que da lugar a la produccién

de 2,3-BDO.

Nos propusimos como uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral incrementar la

produccién de 2,3-BDO y mejorar la productividad de los cultivos de la cepa del estudio

mediante la interrupcién del gen que codifica para la enzima lactato deshidrogenasa

(LDH), responsable de la formacion de lactato a partir de piruvato.
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Figura 30. Esquema del metabolismo del piruvato en E. aerogenes. En rojo, sefialada enzima lactato deshidrogenasa (cddigo

EC:1.1.1.28 segiin nomenclatura IUBMB), responsable de la conversién de piruvato a D-lactato.

Fuente: KEGG (Kanehisa y Goto, 2000).
68



Resultados

4.4.1.1.2. Estudio in silico del gen codificante de la enzima lactato deshidrogenasa (IdhA)

La enzima lactato deshidrogenasa en E. aerogenes (EC:1.1.1.28) es codificada por el
gen IdhA. Para estudiar este gen, en primer lugar se localizd la regién del genoma en la que
se encontraba (EAE 20575) y se realiz6 un andlisis de su entorno gendémico (figura 31)

mediante la herramienta web Absynte (Despalins et al., 2011).

0S50z 3va
EAE 20565

04502 3v3

08502 3va

EAE 20585

Activador . , Proteina Proteina de ,
L .. Proteinas Proteina . Proteina
transcripcion X X familia IdhA choque .
desconocidas desconocida P desconocida
FeaR DedA térmico

Figura 31. Contexto genémico del gen IdhA en E. aerogenes. Esquema construido a partir de datos obtenidos de la

herramienta web Absynte (Despalins et al., 2011). Las regiones promotoras se indican con flechas grises.

Para determinar si el gen IdhA formaba una tnica unidad transcripcional, se llevé a
cabo una busqueda in silico de promotores (figura 31), mediante la herramienta web
BDGP (Reese et al.,, 1996). Como resultado de esta blisqueda se encontraron promotores
corriente arriba y corriente abajo del gen IdhA, por lo que se confirmé que el gen IdhA es
una unidad transcripcional independiente y se pudo disefiar una estrategia de

mutagénesis mediante insercidn de casette.
4.4.1.1.3. Obtencién de una cepa con interrupcion del gen IdhA

Para la interrupcion del gen IdhA se llevo a cabo la insercion en el mismo de un
casette de resistencia a kanamicina. Asi, utilizando ADN gendémico de la cepa silvestre de E.
aerogenes SC10 como molde, se amplificé por PCR un fragmento de ADN de 2050 pb que
contenia el gen IdhA, utilizando la enzima ADN polimerasa BioTaq™ (Bioline, Londres,
Reino Unido) con las condiciones descritas en el apartado 3.7.4.1. de material y métodos.

Tras la comprobacién del fragmento obtenido mediante electroforesis en gel de
agarosa, éste fue clonado en el vector de clonacion PGEM®-T, dando lugar al plasmido
pME-LDH. Con este pldsmido se transformaron por electroporacién células competentes
de E. coli DH5a previamente preparadas, y se seleccionaron en placas de medio LB con

ampicilina, [PTG y X-gal.
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Las colonias correctamente transformadas se identificaron por su pigmentacion
blanca, descartando las colonias azules, en las que no se produjo insercion del fragmento
genomico en el vector de clonacién y por lo tanto mantuvieron intacto el gen lacZ,
pudiendo producir la enzima [3-galactosidasa, responsable de la hidroélisis de X-gal y la
consiguiente formaciéon de un compuesto azul. La correcta construcciéon del plasmido
PME-LDH se confirmoé por secuenciacion.

Posteriormente, se llevo a cabo la digestion del plasmido pME-LDH con la enzima
de restriccion BamH]I, que digiere el gen IdhA. Paralelamente, se digirié con la misma
enzima el plasmido pUC4-KIXX, liberando de esta forma el casette de resistencia a
kanamicina que contiene dicho plasmido. El casette, con extremos BamHI, fue ligado al
pME-LDH previamente digerido, y con dicha ligacion se transformaron células
competentes de E. coli DH5a mediante electroporacion.

Los transformantes se seleccionaron en placas de LB con ampicilina y kanamicina y
se recuperd el plasmido, que se denominé pME1-kLDH y se secuencid para confirmar que
la construccidn se habia realizado de manera correcta.

Para recombinar el gen mutado en el cromosoma de E. aerogenes, se ligd un
fragmento del plasmido pME1-kLDH digerido con las enzimas de restriccion Notl y Spel,
que liberan la construccion formada por el fragmento genémico del gen IdhA y el casette
de resistencia a kanamicina, en el vector suicida PJQ200-SK, previamente digerido con las

mismas enzimas, dando lugar al plasmido pME2-kLDH (figura 32).

Para transferir el plasmido pME2-kLDH a las células de E. aerogenes, se llevéd a
cabo un proceso de conjugacién triparental, utilizando el plasmido pRK600 como
plasmido “helper” (Kessler et al, 1992). Las cepas mutantes resultantes obtenidas
mediante doble recombinacién homodloga se seleccionaron en placas de LB con
kanamicina y un 10% de sacarosa, identificAindose como aquellas colonias con fenotipo
KmRGmSSacR. Posteriormente, la mutacion en el gen IdhA se confirm6 por PCR y posterior

secuenciacion. La cepa mutante obtenida se denominé EALD.
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Figura 32. Estrategia utilizada para la obtencién de la cepa con interrupcién del gen IdhA.

E. aerogenes
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4.4.1.2. Modificacion de la via metabdlica de oxidacion de gliceraldehido-3-fosfato

4.4.1.2.1. Efecto de la oxidacién de gliceraldehido-3-fosfato en la produccién de 2,3-BDO en

Como se ha visto anteriormente, la produccién de 2,3-BDO parte del piruvato
originado a partir de glucosa. La formacién de piruvato a partir de glucosa implica una
serie de reacciones mediante la cual la glucosa se oxida a gliceraldehido-3-fosfato (G3P),
que a su vez es oxidado a 1,3-bifosfoglicerato (1,3-PG), y este tultimo a piruvato por medio
de otra serie de reacciones. La reaccidn oxidacion de G3P hacia 1,3-PG es dependiente de
NAD+, que se reduce a NADH, y es catalizada por la enzima gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa (GAPDH) (figura 33).
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La enzima GAPDH por lo tanto, afecta a la produccién de 2,3-BDO, ya que
interviene en la formacién del sustrato necesario para su formacion (piruvato) y ademas
genera NADH necesario para las rutas dependientes de este poder reductor, entre ellas la
de sintesis de 2,3-BDO a partir de acetoina. Por ello en este trabajo se decidi6é incrementar
la produccién de 2,3-BDO y mejorar la productividad de los cultivos de la cepa del estudio

llevando a cabo la sobreexpresion del gen que codifica la enzima GAPDH.
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Figura 33. Esquema del metabolismo de la glucosa en E. aerogenes. En rojo, sefialada enzimagliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (c6digo EC:1.2.1.12 segin nomenclatura IUBMB), responsable de la conversién de G3P a 1,3-PG. Fuente:
KEGG (Kanehisa y Goto, 2000).
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4.4.1.2.2. Estudio in silico del gen codificante de la enzima gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa (gapA)

La enzima GAPDH en E. aerogenes (EC:1.2.1.12) es codificada por el gen gapA. Para
estudiar este gen, en primer lugar se localizé la region del genoma en la que se encontraba
(EAE 21720) y se realizé un andlisis de su entorno genémico (figura 34) mediante la

herramienta web Absynte (Despalins et al., 2011).
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Figura 34. Contexto genémico del gen gapA en E. aerogenes. Esquema construido a partir de datos obtenidos de la

herramienta web Absynte (Despalins et al., 2011). Las regiones promotoras se indican con flechas grises.

Para determinar si el gen gapA formaba una tnica unidad transcripcional, se llevo
a cabo una busqueda in silico de promotores (figura 34), mediante la herramienta web

BDGP (Reese et al., 1996).
4.4.1.2.3. Obtencidn de una cepa con sobreexpresién del gen gapA

Para la sobreexpresion del gen gap4, en primer lugar se amplifico un fragmento de
ADN de 1060 pb que contenia dicho gen, utilizando ADN genémico de la cepa silvestre de
E. aerogenes SC10 como molde.

Para la reaccion de PCR se disefiaron los cebadores gapA_F y gapA_R (apartado
3.7.4.3. de material y métodos), a los que se afiadieron en sus extremos puntos de corte de
las enzimas de restriccion Xhol y HindlIIl para facilitar su posterior clonaje. En este caso la
reaccidon de PCR se llevo a cabo utilizando una enzima ADN polimerasa de alta fidelidad
(Expand High Fidelity PCR System, Roche) y las condiciones descritas en el apartado
3.7.4.1. de material y métodos.
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El producto de PCR obtenido fue comprobado mediante electroforesis en gel de
agarosa, digerido con las enzimas de restriccién Xhol y Hindlll, y ligado al vector PBBR1-
MCSS5, digerido previamente con las mismas enzimas. De esta forma se obtuvo el plasmido
pPME-GP (figura 35), con el que se transformaron células competentes de E. coli DH5«
mediante electroporacién. Los transformantes se seleccionaron en placas de medio LB con

gentamicina, IPTG y X-gal, conservando las colonias blancas y descartando las azules.

Fragmento genémico gapA
1060 pb

| PBBR1-MCS5 | P————x
\"\ #9300 / Digestién
. Xhol/HindIIl

Xhol Hindl_lil_i_)f/ Digestion
Xhol/HindIIl

Ligacién + transformacion

Figura 35. Estrategia utilizada para la obtencién de la cepa con sobreexpresion del gen IdhA.

La correcta insercion del fragmento genémico en el pldsmido se confirmé por PCR
y secuenciacion.

La transferencia del plasmido pME-GP a las células de E. aerogenes se realizd
mediante transformaciéon por electroporacion de células competentes previamente

preparadas. La cepa mutante obtenida se denominé EAG.
4.4.1.3. Modificacion de la via metabdlica de reduccién de acetoina
4.4.1.3.1. Efecto de la reduccion de acetoina en la produccién de 2,3-BDO en E. aerogenes

La acetoina es reducida a 2,3-BDO mediante una reacciéon dependiente de NADH.
Esta reaccién es catalizada por la enzima acetoina reductasa/butanodiol deshidrogenasa
(BDH). La enzima BDH por lo tanto, afecta directamente a la produccién de 2,3-BDO, ya

que interviene en la dltima reaccién necesaria para su sintesis (figura 36).
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Ademas contribuye a regenerar el NAD* necesario para las rutas dependientes de
este compuesto.

Con estos antecedentes, se propuso como objetivo incrementar la produccién de
2,3-BDO y mejorar la productividad de los cultivos de la cepa del estudio mediante la

sobreexpresion del gen que codifica la enzima BDH.
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Figura 36. Esquema del metabolismo del butanoato en E. aerogenes. En rojo, sefialada enzima acetoina reductasa (c6digo
EC:1.1.1.76,1.1.1.304 y 1.1.1.- segtin nomenclatura IUBMB), responsable de la conversion de acetoina a 2,3-BDO. Fuente:
KEGG (Kanehisa y Goto, 2000).

4.4.1.3.2. Estudio in silico del gen codificante de la enzima acetoina reductasa/butanodiol

deshidrogenasa (bdh)

La enzima BDH en E. aerogenes (EC: 1.1.1.76, 1.1.1.304, 1.1.1.-) es codificada por el
gen bdh. Para estudiar este gen, en primer lugar se localizé la region del genoma en la que
se encontraba (EAE 17490) y se realiz6 un analisis de su entorno genémico (figura 37)

mediante la herramienta web Absynte (Despalins et al., 2011).
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Figura 37. Contexto genémico del gen bdh en E. aerogenes. Esquema construido a partir de datos obtenidos de la

herramienta web Absynte (Despalins et al., 2011). Las regiones promotoras se indican con flechas grises.

Para determinar si el gen bdh formaba una unica unidad transcripcional, se llevo a
cabo una busqueda in silico de promotores (figura 37), mediante la herramienta web

BDGP (Reese et al., 1996).
4.4.1.3.3. Obtencidn de una cepa con sobreexpresioén del gen bdh

Para la sobreexpresion del gen bdh, en primer lugar se amplificé un fragmento de
ADN de 850 pb que contenia dicho gen, utilizando ADN gendémico de la cepa silvestre de E.
aerogenes SC10 como molde.

Para la reaccion de PCR se disefiaron los cebadores bdh_F y bdh_R, afiadiendo en
sus extremos puntos de corte de las enzimas de restriccidn Hindlll y Sacl para facilitar su
posterior clonaje. La reaccion se llevé a cabo utilizando una enzima ADN polimerasa de
alta fidelidad (Expand High Fidelity PCR System, Roche) con las condiciones descritas en el
apartado 3.7.4.1. de material y métodos. Tras la reaccion se llevé a cabo la comprobacion
de los productos de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa.

Posteriormente el producto de PCR fue digerido con las enzimas de restriccion
HindIll y Sacl y ligado al vector PBBR1-MCS2, digerido previamente con las mismas
enzimas, obteniéndose el plasmido pME-BD (figura 38). Con este plasmido se
transformaron células competentes de E. coli DH5a mediante electroporacién. Los
transformantes se seleccionaron en placas de medio LB con kanamicina, IPTG y X-gal,
escogiendo las colonias blancas y descartando las azules. La correcta insercién del

fragmento gendmico en el plasmido se confirmé por PCR y secuenciacion.
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Figura 38. Estrategia utilizada para la obtencién de la cepa con sobreexpresion del gen bdh.

La transferencia del plasmido pME-BD a las células competentes de E. aerogenes
previamente preparadas se realizé mediante transformacion por electroporacion. La cepa

mutante obtenida se denominé EAB.
4.4.1.4. Obtencién de cepas con modificacion de varios genes
4.4.1.4.1. Doble sobreexpresion de los genes bdh y gapA

Para la sobreexpresion de los genes bdh y gapA utilizando un Unico vector, en
primer lugar se digiri6 el pldsmido pME-GP utilizando las enzimas de restriccion HindIll y
Sacl, de forma paralela a la digestidn con las mismas enzimas del producto de PCR del gen
bdh obtenido anteriormente. Posteriormente, se llevé a cabo la ligacién del plasmido
abierto con el producto de PCR digerido, obteniéndose el plasmido pME-GB (figura 39).
Con este plasmido se transformaron células competentes de E. coli DH5a mediante
electroporacién, y los transformantes fueron seleccionados en placas de LB con
gentamicina. La correcta insercién del fragmento genémico en el plasmido se confirmé por

PCR y secuenciacion.
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Figura 39. Estrategia utilizada para la obtencién de la cepa con sobreexpresion de los genes bdh y gapA.

El plasmido pME-GB se transfiri6 a células de E. aerogenes SC10 (cepa silvestre) y
E. aerogenes AldhA (EALD) mediante transformaciéon por electroporacion de células
competentes previamente preparadas de ambas cepas. Las cepas mutantes se

denominaron EAGB y EALD-GB, respectivamente.
4.4.1.5. Caracterizacion de las cepas mutantes obtenidas
4.4.1.5.1. Estudio de crecimiento

Para evaluar el crecimiento de las distintas cepas mutantes obtenidas, se
realizaron curvas de crecimiento (apartado 3.10.2.1. de material y métodos) en medio EA
suplementado con sacarosa, puesto que en el caso de existir alguna diferencia de
crecimiento en las cepas mutantes, deberia evaluarse en las condiciones en las que se
utilizarian para la producciéon de 2,3-BDO. Las curvas de crecimiento obtenidas estan

representadas en la figura 40.
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Figura 40. Curvas de crecimiento obtenidas para las distintas cepas en medio EA suplementado con sacarosa.

Se observé un tipo de crecimiento diduxico para las cepas mutantes, al igual que
para la cepa silvestre E. aerogenes SC10. A partir de las curvas se calcul6 la velocidad
especifica de crecimiento para las distintas cepas en la primera y segunda fase
exponencial, obteniendo asi los datos que se muestran en la figura 41. No se detectaron
diferencias significativas en el crecimiento de ninguna de las cepas mutantes con respecto

a la silvestre, aunque en todos los casos se alcanzaron valores de D.0. mas altos al final de

la curva.
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Figura 41. Velocidades especificas en la primera y segunda fase exponencial (11 y u2) de la curva de crecimiento diduxico

de las diferentes cepas de estudio.

Estos resultados sugieren que la sobreproduccion de las enzimas GAPDH y BDH y

la supresion de la enzima LDH no afectaron al crecimiento de E. aerogenes.
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4.4.1.5.2. Estudio de utilizacion de carbohidratos
La capacidad de producciéon de acido y gas a partir de carbohidratos por parte de

las diferentes cepas mutantes se evalué mediante la prueba de rojo fenol (apartado

3.10.3.5. de material y métodos). Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Resultados de utilizacién de diversos carbohidratos por parte de la cepa silvestre y mutantes de E. aerogenes

SC10.

GLUCOSA FRUCTOSA LACTOSA SACAROSA

+, produccion de acido; ++, produccidn fuerte de 4cido; +, produccion de acido intermedia; -, resultado negativo.

A partir de los resultados se puede determinar que todas las cepas produjeron
acidos a partir de glucosa, fructosa y sacarosa. En el caso de la utilizacién de lactosa como
fuente de carbono, la producciéon de acido se vié mas limitada. Las cepas EAG y EAGB no

produjeron acido a partir de dicho carbohidrato.
4.4.1.5.3. Estudio de tolerancia a distintos factores
e Tolerancia a temperatura:

Con el objetivo de determinar posibles alteraciones en la tolerancia a temperatura
de las cepas mutantes con respecto a la cepa silvestre, se llevd a cabo un estudio de

crecimiento a distintas temperaturas.

Ademas, el uso de microorganismos tolerantes a un rango de temperatura mas
amplio para la produccién de 2,3-BDO permite abaratar el proceso, ya que se evita el uso
de sistemas de enfriamiento, que son muy costosos y evita paradas debidas a
sobrecalentamientos, ademas de reducir la posibilidad de contaminacién de los medios
(Laluce, 1991). Por ello, se determind si existian cepas entre las estudiadas con una mayor

capacidad de crecimiento a alta temperatura.

80



Resultados
Se monitoriz6 el crecimiento de la cepa silvestre E. aerogenes SC10 y las cepas
mutantes derivadas de ella a distintas temperaturas de incubaciéon: 282C, 37°C y 45°C

(figura 42), seglin el protocolo descrito en el apartado 3.10.2.2. de material y métodos.

Tolerancia a temperatura
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Figura 42. Tolerancia a distintas temperaturas de la cepa silvestre E. aerogenes SC10 y las cepas mutantes.

En condiciones de crecimiento a 282C, la cepa silvestre presentd un mejor
crecimiento con respecto a las cepas mutantes. La incubacién a 372, sin embargo, supuso

una mejora en el crecimiento para la mayoria de los mutantes.

A 452C, se produjo una disminucidn en el crecimiento de todas las cepas mutantes,
y una inhibiciéon completa del crecimiento en la cepa silvestre. Los valores de reduccion
del crecimiento a 452C con respecto a 37°C fueron de 57%, 42%, 35%, 89% y 78% para
las cepas EAB, EAG, EALD, EAGB y EALD-GB respectivamente. Por lo tanto, se puede
afirmar que la cepa que presenta mayor resistencia a valores altos de temperatura es la

cepa EALD.
e Tolerancia a sacarosa:

Se evalué la capacidad de las distintas cepas objeto de estudio de tolerar
concentraciones crecientes de sacarosa, sin verse afectadas en su crecimiento y viabilidad,
determinando si existian alteraciones por parte de las cepas mutantes en cuanto al

metabolismo de este carbohidrato.
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Por otra parte, la tolerancia de determinada cepa a concentraciones altas de esta

fuente de carbono afnadidas al medio para el proceso de obtencién de 2,3-BDO sin
perjuicio para su crecimiento representaria una ventaja para uso como cepa productora

en la industria.

El ensayo se realizé conforme a lo descrito en el apartado 3.10.2.2. de material y

métodos. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 43.

Tolerancia a sacarosa
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Figura 43. Tolerancia a distintas concentraciones de sacarosa de la cepa silvestre E. aerogenes SC10 y las cepas mutantes.

El crecimiento de todas las cepas se vié incrementado en medio con 100 g/L de
sacarosa con respecto al medio al que no se afiadi6 este carbohidrato. A partir de una
concentracion de 200 g/L, el crecimiento de algunas cepas comenzé a disminuir, aunque
fue 300 g/L la concentracion a la cual un exceso de sacarosa ralentizo el crecimiento en
todas las cepas. En vista de estos resultados se determiné que la cantidad de sacarosa a
utilizar para la produccién de 2,3-BDO por las cepas del estudio no debia superar los 100
g/L.

No se observaron diferencias importantes en la tolerancia a las distintas
concentraciones de sacarosa entre las cepas mutantes y la silvestre, por lo que las

modificaciones genéticas realizadas no afectaron a este parametro en E. aerogenes SC10.
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e Toleranciaa 2,3-BDO:

Se evalué la capacidad de las cepas mutantes de soportar concentraciones crecientes de
2,3-BDO, sin verse afectadas en su crecimiento y viabilidad, y se compararon con la cepa
silvestre, comprobando de este modo si las alteraciones genéticas de las primeras

influyeron en la tolerancia a este producto de la fermentacién.

La capacidad por parte de una cepa bacteriana utilizada para la produccién de 2,3-
BDO de soportar cantidades altas de este compuesto, sin que se retarde o inhiba su

crecimiento, resulta una ventaja importante para su uso industrial.

Con el fin de determinar la concentracién de 2,3-BDO acumulado en el medio de
cultivo a partir de la cual se inhibia el crecimiento de las distintas cepas, se llevé a cabo un
ensayo de tolerancia a diferentes concentraciones segin el protocolo descrito en el

apartado 3.10.2.2. de material y métodos. Los resultados obtenidos se muestran en la

figura 44.
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Figura 44. Tolerancia a distintas concentraciones de 2,3-BDO de la cepa silvestre E. aerogenes SC10 y las cepas mutantes.

El crecimiento de todas las cepas fue disminuyendo a medida que aumentaba la
concentracion de 2,3-BDO en el medio de cultivo. El mayor declive se produjo cuando se
afiadié una concentracion de 60 g/L de 2,3-BDO al medio, produciéndose un descenso
medio del crecimiento de un 33% con respecto a la concentracién anterior (50 g/L). Por lo
tanto, se puede considerar que una concentracion a partir de 50 g/L de 2,3-BDO tiene un
importante efecto toxico en el crecimiento de las cepas del estudio. Con una concentraciéon

de 100 g/L el crecimiento se inhibié completamente para todas las cepas.
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La cepa que experimentd un mayor crecimiento a concentraciones moderadas de
2,3-BDO (de 0 a 50 g/L) fue la cepa EALD-GB. A mayores concentraciones (de 60 a 80 g/L),

crecio mejor la cepa EALD.

La cepa que experimentd un menor crecimiento a concentraciones moderadas de
2,3-BDO (de 0 a 50 g/L) fue la cepa silvestre, E. aerogenes SC10. A mayores

concentraciones (de 60 a 80 g/L), la cepa con menor crecimiento fue la cepa EAB.
e Tolerancia a pH:

Debido a que en el proceso de fermentacién que da lugar a 2,3-BDO, como se ha
descrito anteriormente, se producen otra serie de metabolitos que modifican el valor de
pH del medio, se evalu6 la capacidad de las cepas de estudio a adaptarse a distintos

valores de pH. Los datos obtenidos se muestran en la figura 45.
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Figura 45. Tolerancia a distintos valores de pH de la cepa silvestre E. aerogenes SC10 y las cepas mutantes.

A la vista de los resultados, se puede afirmar que todas las cepas crecieron a
valores de pH entre 5 y 8 sin variaciones importantes, siendo el 6ptimo un pH 7. A valores
de pH 4 se produjo un descenso considerable del crecimiento en todas las cepas, aunque

no se vi6 inhibido por completo.
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4.4.1.5.4. Estudio de actividades enzimdticas

e Actividad enzimatica butanodiol deshidrogenasa (BDH):

Para comprobar que las cepas EAB, EAGB y EALD-GB sobreexpresaban el gen bdh
se llev6 a cabo un ensayo de actividad enzimatica BDH (figura 46) tal y como se describe

en el apartado 3.10.3.6. de material y métodos.
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Figura 46. Actividad enzimatica BDH en las cepas con sobreexpresion del gen bdh.

La actividad enzimatica BDH se vid incrementada en las cepas que
sobreexpresaban el gen bdh con respecto a la cepa silvestre, con incrementos del 159%,
184 % y 55% para las cepas EAB, EAGB y EALD-GB respectivamente. Estos resultados
indican que la sobreexpresiéon del gen bdh tuvo como consecuencia directa la

sobreproduccion de la enzima BDH y el aumento de su actividad enzimatica.
e Actividad enzimatica gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH):

Para comprobar que las cepas EAG, EAGB y EALD-GB sobreexpresaban el gen gapA
se llevo a cabo un ensayo de actividad enzimatica GAPDH (figura 47) tal y como se

describe en el apartado 3.10.3.6. de material y métodos.
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Figura 47. Actividad enzimatica GAPDH en las cepas con sobreexpresion del gen gapA.
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La actividad enzimatica GAPDH se vié incrementada en las cepas que
sobreexpresaban el gen gapA con respecto a la cepa silvestre, con incrementos del 280%,

245 % y 34% para las cepas EAG, EAGB y EALD-GB respectivamente.
e Actividad enzimatica lactato deshidrogenasa (LDH)

Para comprobar el efecto en las cepas EALD y EALD-GB de la interrupcién del gen
IdhA, se llevd a cabo un ensayo de actividad enzimatica LDH (figura 48) tal y como se

describe en el apartado 3.10.3.6. de material y métodos.

Actividad enzimatica (U)

SC10 EALD EALD-GB

Figura 48. Actividad enzimatica LDH para las cepas con interrupcion del gen IdhA.

En las cepas en las que se delecioné el gen IdhA, se observé un descenso en la
actividad enzimatica LDH con respecto a la cepa silvestre, con una disminucién del 44% y
33% para las cepas EALD y EALD-GB respectivamente. Por ello se puede afirmar que la

sintesis y por lo tanto la actividad de la enzima LDH se vié truncada por la interrupcién del
gen IdhA.

4.4.1.6. Estudio de produccion de 2,3-BDO por las cepas mutantes
4.4.1.6.1. Optimizacién de las condiciones de produccion de 2,3-BDO en E. aerogenes

La determinacién de las condiciones éptimas para la obtencién de un alto
rendimiento en la producciéon de 2,3-BDO se llevo a cabo utilizando la cepa silvestre E.
aerogenes SC10, ya que luego estas condiciones podrian adaptarse a la produccién por
parte del resto de cepas. Para ello se tuvieron en cuenta también datos aportados por los

ensayos anteriormente realizados de tolerancia a distintos factores (apartado 4.4.1.5.3.).
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e (Condiciones de aireacion:

La disponibilidad de oxigeno en el proceso de fermentacién butanodiolica
determina la predominancia de formacién de unos metabolitos respecto a otros (Perego et
al., 2000). Por ello, para determinar la condicién 6ptima en la que se produce 2,3-BDO por
encima de otros metabolitos, se ensayé la produccién de 2,3-BDO en condiciones de

microaerobiosis y anaerobiosis.

En condiciones de anaerobiosis no se detect6 produccién de 2,3-BDO, formandose
otros productos como acido succinico, acido lactico y 1,3-propanodiol. En condiciones de
microaerobiosis si se obtuvo 2,3-BDO, en cantidades variables en funciéon del resto de

condiciones del cultivo.
e Medio de cultivo utilizado (nutrientes):

Para la produccién de 2,3-BDO se ensayaron 3 medios distintos de cultivo: TSB,
SRT y EA, cuya composiciéon se describe en el apartado 3.2. de material y métodos,

suplementados con sacarosa a una concentracion final de 90 g/L.

Los resultados de crecimiento y produccion de 2,3-BDO a las 24 h de cultivo en los

tres medios ensayados se encuentran representados en la figura 49.
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Figura 49. Crecimiento y produccién de 2,3-BDO en los medios de cultivo TSB, EA y SRT.

Se observé un mayor crecimiento en el medio EA, debido posiblemente a la mayor
cantidad de sustancias nutritivas respecto a los otros medios de cultivo, que se verian

limitados a las 24 h de cultivo.
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Ademas, en este medio se produjo un 245% mas de 2,3-BDO que en medio TSB y

un 83% mas que en medio SRT.

A partir de estos datos, se eligié el medio EA como medio de cultivo para los

ensayos de produccién de 2,3-BDO con las cepas de E. aerogenes.

Con el objetivo de optimizar la produccion en los cultivos en medio EA, y obtener
valores mayores de crecimiento y produccién de 2,3-BDO, se estudid la adicién de una
fuente nutritiva (extracto de levadura) al medio de cultivo a las 24 h. De esta forma se
evitaria una posible limitacion en el crecimiento por el agotamiento de nutrientes y las

bacterias podrian seguir produciendo 2,3-BDO a partir de las 24 h de cultivo.

Para ello se realizaron cultivos en paralelo en medio EA con 90 g/L, con un
suplemento de extracto de levadura a las 24 h de cultivo a una concentracién e 2,5 g/L
(50% de la cantidad inicial), y medio EA con 90 g/L de sacarosa sin dicho suplemento

(figura 50).
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Figura 50. Crecimiento y producciéon de 2,3-BDO en medio de cultivo con y sin extracto de levadura (Ay B

respectivamente) a las 24 h.

A partir de los datos obtenidos se pudo concluir que la adiciéon de extracto de
levadura al cultivo tras 24 h provoca un aumento del crecimiento entre las 24-48 h mayor
que cuando el medio no es suplementado, asi como una mayor produccién de 2,3-BDO. El
crecimiento es de un 18% mayor la produccién de 2,3-BDO se incrementa en un de un

24%.
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e Azlcares

Se estudiaron las posibles diferencias de produccién de 2,3-BDO utilizando glucosa
pura como fuente de carbono, que seria directamente utilizada por la bacteria para iniciar
la ruta de produccién de 2,3-BDO, y sacarosa, que tendria que ser descompuesta en sus

dos monosacaridos (fructosa y glucosa) antes de ser utilizada para sintetizar 2,3-BDO.

Se prepararon medios de cultivo con medio EA como base al que se afiadié glucosa

(60 g/L) o sacarosa (90 g/L).

No se observaron diferencias en el crecimiento de la cepa de estudio a las 24 h de
cultivo, por lo que se puede afirmar que éste no se vié afectado en funcién de la fuente de
carbono utilizada (glucosa o sacarosa).

En cuanto a la produccion de 2,3-BDO, con la utilizacion de sacarosa se obtuvo
una mayor cantidad de este compuesto con respecto al producido a partir de glucosa. Asi,
se obtuvo que la cepa E. aerogenes SC10 produce un 31% mas de 2,3-BDO utilizando

sacarosa como azucar en lugar de glucosa pura.
e (Cantidad de células:

Se estudio el efecto de la cantidad inicial de células en el cultivo en la produccién
de biomasa y 2,3-BDO. Para ello se compararon datos de biomasa en cultivos de 24 h con

los datos de produccién de 2,3-BDO en ese mismo momento (figura 51).
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Figura 51. Relacién biomasa/2,3-BDO en cultivos de 24 h de E. aerogenes.
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El mejor resultado de produccién de 2,3-BDO se obtuvo cuando se alcanzé una
biomasa de 12 g/L en el cultivo. Este valor de biomasa se obtuvo al inocular un pre-cultivo
de la bacteria con una DOggo de 6 en el medio de cultivo de produccién a una concentraciéon
final de un 4%. Por lo tanto se determin6 que estas deberian ser las condiciones iniciales

del cultivo para obtener cantidades considerables de 2,3-BDO.
e Tiempo de fermentacion

Se determind el momento 6ptimo para recoger las muestras y recuperar el 2,3-
BDO producido del medio de cultivo. Para ello se comparé la concentracién de este

compuesto en el medio a diferentes horas a lo largo del cultivo (figura 52).
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Figura 52. Evolucién de la concentracién de 2,3-BDO por E. aerogenes a diferentes horas de cultivo.

En vista de los resultados obtenidos, el periodo seleccionado para la toma de
muestras en los posteriores ensayos fue de las 24 h a las 48 h de cultivo, donde se observo
un mayor crecimiento en la concentracion de 2,3-BDO. A partir de las 48 h de cultivo la

concentraciéon comenzé a descender.
4.4.1.6.2. Ensayo de produccion de 2,3-BDO por las cepas mutantes

El ensayo de produccién de 2,3-BDO por parte de las distintas cepas se llev6 a cabo
con las condiciones optimizadas a partir de la cepa E. aerogenes SC10 y segtn el protocolo
descrito en el apartado 3.12.1. de material y métodos.

Se estudiaron los efectos de las sobreexpresiones de los genes bdh y gapA y la
interrupcion del gen IdhA en la producciéon de biomasa, 2,3-BDO, acido lactico, acido

succinico y etanol, asi como en el consumo de sacarosa.
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El consumo de sacarosa (figura 53a) se vidé incrementado en la cepa con
sobreexpresion del gen gapA (EAG), a la vez que la velocidad de consumo, siendo esta un
28% mayor que en la cepa silvestre. Como se esperaba, la tasa de consumo de sacarosa (y
por tanto glucosa) fue mejorada por la sobreproduccion de la enzima GAPDH, y por
consiguiente el ratio de glucélisis y la formacién de piruvato como sustrato para la sintesis

de 2,3-BDO.

En las cepas EALD y EALD-GB, con interrupcién del gen IdhA, también aument6 el
consumo de sacarosa, siendo de un 23% y 24% mayor que en la cepa silvestre

respectivamente, a la vez que la produccién de 2,3-BDO fue mayor que en la cepa silvestre.

En las cepas son sobreexpresion del gen bdh se produjo una ligera reduccion en la
tasa de consumo de sacarosa, aunque esto no afecté a la producciéon de 2,3-BDO, que
aumento al igual que en todas las cepas mutantes con respecto a la cepa silvestre, de las

misma forma que la velocidad de produccién de este compuesto (figura 53b).
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Figura 53. Evolucion del consumo de sacarosa (A) y produccién de 2,3-BDO (B) por las cepas de estudio a lo largo del

cultivo.
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Para analizar la redistribucion de los flujos metaboélicos en la ruta de sintesis del
2,3-BDO como consecuencia de las modificaciones genéticas realizadas, se determinaron
las concentraciones obtenidas de los principales metabolitos en todas las cepas a las 24 h

de cultivo (figura 54).
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Figura 54. Concentraciones obtenidas para los principales metabolitos producidos en la ruta de sintesis de 2,3-BDO por la

cepa silvestre y mutantes.

La produccion de acido lactico experimenté un descenso importante en las cepas

con interrupcion del gen Idh4, siendo esta reducciéon de un 86% y un 89% con respecto a

la cepa silvestre en las cepas EALD y EALD-GB, respectivamente, confirmando la correcta

interrupcion de dicho gen.
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Sin embargo, la formacién de este metabolito se vid incrementada en las cepas EAG
y EAGB, con sobreexpresion del gen gapA. Esto podria explicarse por la mayor
disponibilidad de NADH y piruvato, necesarios para la produccién de acido lactico, debido
a la mayor actividad de la enzima GAPDH.

La cepa EAG también incrementé la produccién con respecto a la cepa silvestre de
otros metabolitos dependientes de NADH y piruvato producidos en la ruta (acetoina,
succinato y etanol). En cambio, en la cepa EAB, con sobreproducciéon de la enzima BDH,

disminuy6 la produccién de esos metabolitos en favor de la produccion de 2,3-BDO.

El 2,3-BDO fue el metabolito producido en mayor cantidad en todas las cepas del
estudio.

En cuanto a la produccién de biomasa, como se muestra en la figura 54f, no se vié
afectada en ninguna de las cepas mutantes. Por ello, se puede confirmar que las
modificaciones genéticas realizadas no tienen efectos en el crecimiento, como se observo

también en el apartado 4.4.1.5.1.

El rendimiento de producciéon de 2,3-BDO (figura 55) fue mayor en casi la
totalidad de las cepas mutantes en comparacién con los valores de la cepa silvestre,
exceptuando la cepa EAG, que no present6 diferencias significativas con respecto a la

silvestre. El mayor aumento se observo en las cepas con sobreexpresion del gen bdh.
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Figura 55. Productividad (A) y rendimiento (B) de la produccién de 2,3-BDO obtenidos para las distintas cepas del estudio.

La productividad se vi6 incrementada en todas las cepas mutantes con respecto a

la cepa silvestre llegando a ser incluso un 58% mayor para la cepa EALD-GB.
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4.5. UTILIZACION DE RESIDUOS AGROINDUSTRIALES PARA LA PRODUCCION DE 2,3-
BDO

4.5.1. Caracterizacion de residuos agroindustriales

Se determiné la composicién en cuanto a aztcares de residuos de naranja, pifia y
remolacha, para conocer de esta forma si podian ser utilizados para la produccién de 2,3-

BDO.

En primer lugar se determind el tipo de azicares presentes en los residuos
mediante cromatografia en capa fina (TLC). El andlisis mediante TLC se llev6 a cabo en el
Departamento de Quimica Organica de la Facultad de Quimica (Universidad de Sevilla).
Como resultado se obtuvo que el residuo de pifia contenia monosacaridos y disacaridos y
los residuos de naranja y remolacha contenian ademas restos de polisacaridos (figura 56).

Naranja Pifia Remolacha
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Figura 56. Placas de TLC en las que se aprecian disacaridos (D), monosacaridos (M) y polisacaridos (P) provenientes de
residuos de naranja, pifia y remolacha.

4.5.2. Obtencion de azucares fermentables a partir de los residuos agroindustriales

En primer lugar, los distintos residuos fueron sometidos a un pre-tratamiento
mecanico que consistié en su trituracidn, con el objetivo de disminuir el tamafo de las
particulas del residuo en cuestidn y facilitar asi los procesos posteriores. A continuacién se
llevé a cabo un proceso de hidrolisis (autohidroélisis, hidrélisis enzimatica e hidrdlisis
acida), segun los procedimientos descritos en el apartado 3.13. de material y métodos
para liberar los azicares presentes en los mismos y hacerlos disponibles para los

microorganismos productores de 2,3-BDO.

Posteriormente se determind la concentracion de los azticares obtenidos para cada
tipo de residuo y cada tratamiento realizado (tabla 15) mediante cromatografia liquida de

alta resolucion.
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Tabla 15. Aztcares obtenidos mediante tratamientos de hidroélisis de los distintos residuos.

RESIDUO DE PINA
Arabinosa Fructosa Glucosa Sacarosa

(8/L) (8/L) (8/L) (/L)

Tratamiento

Autohidroélisis
Hidroélisis acida
Hidroélisis enzimatica
RESIDUO DE REMOLACHA
Arabinosa Fructosa Glucosa Sacarosa

(8/L) (g/L) (8/L) (/L)

Tratamiento
Autohidrodlisis
Hidrélisis acida

Hidrélisis enzimatica

RESIDUO DE NARANJA
Tratamiento Arabinosa Fructosa Glucosa Sacarosa
(8/L) (8/L) (8/L) (8/L)
Autohidrdélisis nd 15.4 11.9 7.3
Hidroélisis acida nd 8.1 7.5 6.8
Hidroélisis enzimatica nd 13.9 10.2 12.1

nd= no detectado.

A partir del residuo de pina se obtuvo como azicar predominante la fructosa,
seguido de glucosa y sacarosa. Las cantidades de arabinosa obtenidas fueron
practicamente despreciables. En cuanto a la concentracién de azudcares totales, la
autohidrolisis fue el proceso con el que mayor valor se alcanz6 (36.4 g/L), seguido de la
hidrélisis enzimatica (35.07 g/L) y la hidrélisis acida (22.57 g/L). Con respecto a los
azucares de utilidad para la sintesis de 2,3-BDO (sacarosa y glucosa), se obtuvo mayor
cantidad mediante el proceso de autohidrolisis (21.1 g/L).

Los tratamientos de hidrélisis de residuo de remolacha dieron lugar a cantidades
reducidas de azucares, predominando la sacarosa en los procesos de autohidrolisis e
hidrolisis enzimatica y la arabinosa en el proceso de hidrolisis acida. La mayor
concentracion de azucares totales (7.8 g/L) se obtuvo mediante autohidrdlisis, que fue
también el tratamiento mediante el que se logré mayor concentracién de azucares
utilizables para la produccién de 2,3-BDO (sacarosa y glucosa), con un valor de 7.7 g/L.

El residuo de naranja liberé mayoritariamente fructosa tras los distintos
tratamientos de hidrélisis, seguida de glucosa y sacarosa. La concentracién de arabinosa
obtenida a partir de este residuo también fue despreciable. La concentracién de azucares
totales fue superior en el tratamiento por hidrolisis enzimatica (36.2 g/L), seguida de la

autohidrolisis (34.6 g/L) y la hidrolisis acida (22.4 g/L). Los azucares utilizables para la
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sintesis de 2,3-BDO (sacarosa y glucosa) predominaron en el residuo tratado por hidrélisis
enzimatica, obteniendo una concentracién de 22.3 g/L.

Entre los tres tipos de residuo tratados, los de pifia y naranja liberaron cantidades
de azucares similares mediante los tres procesos de hidrdlisis, aunque fue el residuo de
naranja el que liber6 mayor cantidad de azucares aprovechables para la produccién de
2,3-BDO, tanto glucosa que podria entrar directamente en la via de formacion de piruvato
como sacarosa, que podria hidrolizarse para asi obtener la glucosa contenida en la misma.

Tras determinar la cantidad de azucares obtenida de los residuos, se calcularon los
rendimientos de cada proceso en funcién de la cantidad de residuo utilizado para preparar
los hidrolizados y la cantidad de azicares obtenidos a partir de éste, medidos en gramos

totales de aztcares obtenidos por gramo de material empleado (figura 57).
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Figura 57. Rendimientos en % obtenidos para la autohidrélisis (gris), hidrdlisis enzimatica (verde) e hidrélisis acida

(naranja) de los distintos residuos tratados.

Los rendimientos obtenidos en los distintos tratamientos del residuo de naranja
fueron del 29.2 % para la autohidrélisis, 24 % para la hidroélisis enzimatica y 21% para la
hidrolisis acida. Valores similares se obtuvieron a partir del procesamiento del residuo de
pifa: 27.7% (autohidrolisis), 26.3% (hidrdlisis enzimatica) y 17% (hidrolisis acida). Sin
embargo, en el caso del residuo de remolacha los valores de rendimiento alcanzados

disminuyeron significativamente, siendo del 6.5%, 1.8% y 3% respectivamente.

Estos resultados indican que el proceso con mayor rendimiento en todos los casos
y que por lo tanto resultaria mas rentable es la autohidrdlisis, asi como la hidrdlisis acida

seria la menos provechosa.
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Los reducidos valores de rendimiento obtenidos a partir de los residuos de
remolacha llevaron a descartar este residuo para su utilizaciéon en la produccién de 2,3-

BDO.

4.5.3. Detoxificacion de los residuos

En el proceso de cuantificacion de los azicares obtenidos a partir de residuo de
naranja por medio de los tratamientos de hidrélisis se observé la presencia de furfural e
hidroximetil furfural (HMF), subproductos provenientes de la degradacion de la celulosa,
hemicelulosa y lignina presentes en los residuos formados por material lignocelulésico. El
furfural es resultado de la degradacion de pentosas, mientras que el HMF proviene de la
degradacién de hexosas (Oliva, 2003). Estos compuestos resultan téxicos ya que inhiben el
metabolismo microbiano (Rodrigues et al., 2001). Ademas, se observd la presencia de

limoneno, presente de forma natural en los citricos y con accién antimicrobiana.

Con el objetivo de reducir la toxicidad del autohidrolizado de naranja debido a la
presencia de furfural y limoneno, se llevé a cabo un proceso de detoxificacién mediante
resina de adsorcion, utilizando una columna con resina Amberlite XAD4®, tal como se

describe en el apartado 3.13.5. de material y métodos.

Se cuantificd el contenido en azicares del autohidrolizado de naranja antes y

después de su paso por la columna (tabla 16).

Tabla 16. Cuantificacién de azicares de autohidrolizado de naranja antes y después de su detoxificacion.

Hidrolizado Arabinosa Fructosa Glucosa Sacarosa
(8/L) (8/L) (8/L) (8/L)

AN sin detoxificar nd 15.4 11.9 7.3

AN detoxificado nd 14.3 11 7.2

AN= autohidrolizado de naranja.

La detoxificacién supuso una disminucion del 7.1% en contenido de fructosa, 7.6%
en contenido de glucosa y 1.3% en contendido de sacarosa con respecto a la muestra sin
detoxificar, debido a la retencién de parte de los azticares en la columna utilizada para la

eliminacion de los compuestos toxicos del hidrolizado.
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4.5.4. Ensayos de crecimiento

Con el objetivo de conocer qué residuos podrian ser utilizados para la produccién
de 2,3-BDO por parte de la cepa productora seleccionada en este trabajo, se prepararon
medios de cultivo a partir de los autohidrolizados de residuos de pifia (P1 y P2) y naranja

(N1 y N2), cuya composicion se describe en el apartado 3.2. de material y métodos.

Se probd si existia o no crecimiento de la cepa productora de 2,3-BDO E. aerogenes

SC10 en cultivos de 24 h utilizando los distintos medios (tabla 17).

Tabla 17. Crecimiento de la cepa E. aerogenes SC10 medios de cultivo preparados a partir de residuos.

Medio de cultivo Crecimiento

P2 +
N1 +
N2 +

Como indican los resultados, la cepa de estudio fue capaz de crecer en todos los
medios a excepcion del medio P1. Por lo tanto, se confirma la posibilidad de aprovechar
residuos de pifia y naranja para la preparaciéon de medios de cultivo con contenido en

azucares fermentables para la sintesis de 2,3-BDO.
4.5.5. Produccion de 2,3-BDO a partir de los residuos

Para probar la produccién de 2,3-BDO a partir de residuo de pifia se escogio el
medio de cultivo P2, puesto que fue el medio preparado a partir de este residuo en el que
se observd crecimiento. La producciéon de 2,3-BDO a partir de residuo de naranja se
ensayo utilizando el medio de cultivo N2 debido a que en este medio el crecimiento fue

mayor que en el medio N1.

La obtencién de 2,3-BDO se llev6 a cabo en matraces con los distintos medios de
cultivo inoculados con la bacteria E. aerogenes SC10, siguiendo el protocolo descrito en el

apartado 3.12.1. de material y métodos.

Se obtuvo 2,3-BDO a partir de ambos residuos, aunque la producciéon fue mayor

cuando se utilizé residuo de naranja (figura 58).
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Figura 58. Produccion de 2,3-BDO a partir de residuos de naranja y pifa.

A las 12 horas incubacion, la produccién de 2,3-BDO fue un 17,2% mayor en el
cultivo preparado a partir de naranja, al igual que a las 24 horas de incubacién, cuando se
alcanzé una producciéon de 2,3-BDO un 18,75% mayor que la conseguida a partir de

residuo de pifia.

En cuanto a los rendimientos, utilizando residuos de naranja, se obtuvieron 0.15 g
2,3-BD0O/g de cascara de naranja. Utilizando residuos de pifia se obtuvieron 0.05 g 2,3-

BDO/g de pulpa de pifia.

A partir de los datos obtenidos en los diferentes ensayos realizados sobre los
residuos se puede determinar que el residuo de naranja seria el mas idéneo para su

utilizacidn en la produccion de 2,3-BDO.

4.6. OBTENCION DE CEPAS SEGURAS PARA LA PRODUCCION DE 2,3-BDO

Como se vié en la introduccién, E. aerogenes se incluye dentro del grupo de
microorganismos de riesgo 2, segun la legislacion espaiola en cuanto a agentes bioldgicos,
pudiendo causar enfermedad en el hombre y suponer un peligro para los trabajadores.

Por ello, nos propusimos obtener cepas de E. aerogenes mas seguras mediante

mutacién de uno de los principales factores de patogenicidad, las fimbrias de tipo 1.
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4.6.1. Estudio in silico de los genes de sintesis de fimbrias

Para determinar la subunidad de las fimbrias a mutar (codificadas por el cluster
fim) y evitar asi su sintesis en E. aerogenes, se llevé a cabo un estudio in silico de la region
del genoma en la que se encuentra el cluster fim (EAE 02395-EAE 02440) y se realiz6é un
analisis de su entorno genémico mediante la herramienta web Absynte (Despalins et al.,

2011), como se muestra en la figura 59.

proteina
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\2
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Figura 59. Contexto gendmico del cluster fim en E. aerogenes. Esquema construido a partir de datos obtenidos de la

herramienta web Absynte. Las regiones promotoras se indican con flechas grises.

Para determinar las distintas unidades transcripcionales dentro del cluster fim, se
llevé a cabo una busqueda in silico de promotores (figura 59), mediante la herramienta
web BDGP (Reese et al., 1996). Se encontraron promotores corriente arriba fimD, y se
selecciond este gen por su importancia en el ensamblaje de todas las unidades
estructurales de la fimbria.

Se disefi6 una estrategia de mutagénesis mediante insercidon de casette en dicho
gen, que a la vez afectaria a los genes fimF, fimG y fimH, que forman parte de la misma
unidad transcripcional y también tienen funciones importantes en la formacion y adhesiéon

de la fimbria.
4.6.2. Obtencion de una cepa con interrupcion del gen fimD

Para la interrupciéon del gen fimD se llevé a cabo la insercién en el mismo de un
casette de resistencia a kanamicina. En primer lugar se amplificé por PCR un fragmento de
ADN de 2500 pb que contenia el gen fimD. Como molde se utiliz6 ADN gen6émico de la cepa

silvestre E. aerogenes SC10.
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Para la reaccion de PCR se disefiaron los cebadores FimD_F y FimD_R y se llevé a
cabo utilizando la enzima ADN polimerasa BioTaq™ (Bioline) con las condiciones descritas
en el apartado 3.7.4.1. de material y métodos. Tras la reacciéon se llevd a cabo la
comprobacidn de que los productos de PCR eran correctos mediante electroforesis en gel
de agarosa. Una vez comprobada la obtencién del tamano deseado, el fragmento de ADN
fue clonado en el vector de clonacion PGEM®-T, dando lugar al plasmido pME-F.

Posteriormente, se introdujo en este plasmido un sitio de restriccion Xhol dentro
del gen fimD mediante mutagénesis dirigida por PCR de la siguiente forma: sobre el
plasmido pME-F se realiz6 una PCR con primers disefiados en base a la secuencia del gen
fimD insertado en dicho pldsmido, dirigidos hacia afuera de la secuencia y con la secuencia
de reconocimiento de la enzima Xhol en sus extremos: primer XhoFim_1 y XhoFim_2. La
reaccion de PCR fue llevada a cabo utilizando una enzima ADN polimerasa de alta fidelidad
(Expand High Fidelity PCR System, Roche) con las condiciones descritas en el apartado
3.7.4.1. de material y métodos.

El producto de PCR resultante fue digerido con la enzima Xhol para obtener un
fragmento con la secuencia de reconocimiento de dicha enzima en sus extremos. Tras la
digestion se llevo a cabo una recircularizacién del producto digerido, mediante ligacion
con la enzima ADN T4 ligasa (ThermoScientific), y se traté la ligacién con la enzima Dpnl],
eliminando asf el ADN parental. Posteriormente, con la ligacion, se transformaron células
competentes de E. coli DH5q, y se seleccionaron las colonias correctamente transformadas
en placas de LB con ampicilina. La comprobacién de la obtencién de un plasmido pME-F
con un sitio de restriccion Xhol se llevé a cabo mediante PCR y digestion, y este plasmido

se denomin6 pME-FX (figura 60).
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Figura 60. Estrategia utilizada para insercién del sitio de restriccién Xhol mediante mutagénesis dirigida por PCR.

Para insertar un casette de kanamicina dentro del gen fimD en el plasmido pME-FX,
se llevo a cabo la digestion del mismo con la enzima Xhol. De forma paralela se digirié con
la misma enzima el plasmido PUC4-KIXX (kmR) y se purific6 el fragmento correspondiente
al casette de resistencia a Km a partir de gel de agarosa mediante kit comercial
(MEGAQquick-spin™ Total Fragment DNA Purification Kit).

El plasmido digerido y el casette se ligaron con la enzima ADN ligasa T4
(ThermoScientific) y con dicha ligacién se transformaron células competentes de E. coli
DH5a mediante electroporacion, seleccionando las colonias correctamente transformadas
en placas de LB con kanamicina. La comprobacién de la obtencién de un plasmido con el
casette de resistencia a kanamicina insertado en el gen fimD se llevé a cabo mediante PCR
y digestion, y este plasmido se denominé pME-FXK.

La construccion del plasmido pME-FXK se extrajo mediante digestiéon con las
enzimas Notl y Spel, y se ligd al vector suicida PJQSK200 (GmR) previamente digerido con
las mismas enzimas. Con dicha ligacién se transformaron células competentes de E. coli
DH5a mediante electroporacion. Los transformantes se seleccionaron en placas de LB con
gentamicina y kanamicina. El plasmido obtenido se denomin6 pME2-FXK (figura 61) y fue

confirmado por secuenciacidn.
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Figura 61. Estrategia utilizada para la interrupcién del gen fimD.

La transferencia del plasmido pME2-FXK a las células de E. aerogenes se llevo a
cabo mediante transformacion por electroporacion. Las cepas mutantes resultantes que
formaron un evento de recombinacion homoéloga se seleccionaron en placas de LB con
kanamicina y un 10% de sacarosa, identificAindose como aquellas colonias con fenotipo
KmRGmSSacR. Posteriormente, el mutante se comprobé por PCR y posterior secuenciacion.

La cepa mutante obtenida se denomin6 EA-SF.
4.6.3. Caracterizacion de las fimbrias en las cepas con interrupcion del gen fimD
4.6.3.1. Caracterizacion fenotipica de las cepas con delecion de las fimbrias

Morfologia de colonias. Se sembraron placas de TSA con la cepa E. aerogenes silvestre y
las cepas con delecion del gen fimD, mediante siembra por agotamiento, para observar

posibles diferencias en la forma de las colonias debido a la ausencia de fimbrias.

Observacion mediante microscopia electrdénica. Para observar la superficie celular y la
existencia de cambios estructurales o desaparicion de las fimbrias, se llevé a cabo la
observacion de las cepas con deleciéon del gen fimD junto con la cepa silvestre, como

control.
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4.6.3.2. Ensayo de adhesion a células eucariotas

Para evaluar la capacidad de adhesién de las bacterias con la sintesis de fimbrias
afectada, se llevd a cabo un ensayo de adhesion a células de levadura, como modelo de
célula eucariota. Se llev6 a cabo siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.15. de

material y métodos.
4.6.3.3. Estudio de efectos en el crecimiento

Para determinar si la interrupcién del gen fimD y la consiguiente alteracion en la
sintesis de fimbrias dio lugar a cambios en el crecimiento de las cepas mutantes con
respecto a la cepa silvestre, se llevaron a cabo curvas de crecimiento en medio de cultivo

TSB que se encuentran representadas en la figura 62.
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Figura 62. Curvas de crecimiento en medio de cultivo TSB.

El crecimiento de la cepa EA-SF se vi6 afectado por la interrupcion del gen fimD,
observandose valores mas bajos de DOgoo con respecto a la cepa silvestre SC10 en todos
los puntos de la curva de crecimiento. A partir de la pendiente de la curva en la fase de
crecimiento exponencial, se calcularon las velocidades especificas de crecimiento de
ambas cepas obteniendo como resultado una velocidad especifica de 0.67 para la cepa E.

aerogenes SC10 y de 0.63 para la cepa E. aerogenes EA-SF.
4.6.3.4. Estudio de efectos en la produccion de 2,3-BDO

Para determinar si la alteracion en la sintesis de fimbrias afect6 a la produccién de
2,3-BDO por parte de las cepas mutantes con respecto a la cepa silvestre, se llevo a cabo un
ensayo de produccion de 2,3-BDO a partir de sacarosa como el descrito en el apartado

3.12. de material y métodos.
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Discusion

Existen numerosos estudios encaminados a la busqueda de microorganismos
asociados a plantas de arroz y al estudio de sus propiedades de promocion del crecimiento
vegetal (PGP), que pueden tener aplicaciones para la agricultura (Cottyn et al., 2000;
Mano, 2008; Hardoim, 2011).

En nuestro laboratorio se realizaron diversos estudios de dichos microorganismos
asociados a plantas de arroz provenientes de los arrozales de las Marismas del
Guadalquivir, en su parte sevillana, mediante los que se determind que en esta zona existe
una gran diversidad bacteriana, siendo las enterobacterias las mas predominantes,
probablemente debido a su capacidad de adaptacién a amplios rangos de condiciones

fisico-quimicas y nutricionales, y sus mecanismos de colonizacién.

A partir de dichos estudios se estimé interesante realizar un trabajo en mayor
profundidad de las enterobacterias de los arrozales, asi como de su posible aplicacion para
la industria de los bioplasticos. Como se ha indicado anteriormente, existe una nutrida
relacién de trabajos sobre actividades PGP de bacterias asociadas a plantas de arroz, pero
no se ha prestado mucha atencién a su utilidad en la fabricaciéon de bioplasticos. Sin
embargo, la alta diversidad de bacterias aisladas de arroz sugiere la existencia de un
ambiente complejo en el que pueden encontrarse bacterias con numerosas aplicaciones,

como resultado de su adaptacién a dicho ambiente.

Con este proposito se aislaron un total de 60 cepas de enterobacterias de plantas
de arroz, de distintas zonas, obteniéndose un mayor numero de aislados de la zona

denominada La Compaiiia, zona con menor contenido salino y con riego directo del rio.

Es conocido que en el agroecosistema del arroz, la poblaciéon microbiana refleja las
condiciones del agua de riego (Pelczar et al, 1996), que se ve influenciada por otras
practicas agricolas, asi como industriales y domésticas. Por lo tanto, el mayor contenido en
enterobacterias aisladas de esta zona puede explicarse por las descargas de aguas
residuales y efluentes de diferentes industrias y explotaciones ganaderas vertidos al rio
Guadalquivir, que favorecen la presencia de estas bacterias en el agua del rio, y por lo

tanto en las tierras regadas con este agua.
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Posteriormente, los aislados se diferenciaron en funcién de su capacidad de
producir 2,3-BDO mediantes las pruebas IMVIC, seleccionando asi 25 de los aislados como
posibles productores de este compuesto. Estos ultimos fueron identificados mediante
amplificacién y secuenciacidn del gen ADNr 16S, y tras realizar el correspondiente analisis
comparativo de la secuencia obtenida con las secuencias depositadas en la base de datos,

se obtuvo la identificaciéon de cada uno de ellos.

Se obtuvo que los géneros bacterianos mas abundantes entre los aislados son
Enterobacter y Klebsiella, que coinciden junto con el género Pantoea en ser los géneros de
la familia Enterobacteriaceae mas cominmente encontrados en plantas de arroz (Cottyn et

al., 2001).

En cuanto a los distintos puntos de muestreo, en las zonas de Hato Ratén y La
Compaiiia se obtuvieron aislados de distintos géneros en proporciones similares en
ambas: 25-33% Klebsiella, 50-55 % Enterobacter, 11-12.5% Leclercia. En la zona de Los
Pobres sin embargo, excepto uno de los aislados todos pertenecen al género Enterobacter,

lo que supone un 87.5% del total de aislados de esa zona.

El agua de riego en esta zona arrocera se ve sometida a una mayor recirculacion
entre distintas parcelas agricolas y canales de desaglie, pues no cuenta con una toma
directa del rio. El mayor niimero de bacterias del género Enterobacter podria indicar una
mejor adaptacion de estas bacterias a la alteraciéon en la composicion de nutrientes y sales

del agua de riego al someterse a recircularizacion.

En el estudio de fingerprinting llevado a cabo mediante PCR-ERIC se observo que
entre los aislados identificados como pertenecientes a la misma especie por secuenciacion

del gen ADNr 1685, existian cepas distintas.

En el caso de los aislados identificados como E. cancerogenus, se hallaron dos cepas del
grupo diferentes al resto. Estas dos cepas fueron aisladas de suelo rizosférico, en lugar de
raices, de donde provienen las demas. Esto puede explicar el hecho de que se trate de
cepas distintas, puesto que las cepas aisladas de raices poseen caracter endofitico que

podria determinar diferencias a nivel de genotipo.
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Entre los aislados de E. luwigii y C. freundii también se observé la existencia de
distintas cepas. En estos dos casos todas las cepas provienen de suelo rizosférico, aunque
de distintas zonas de muestreo, lo que probablemente sea causa de la diversidad entre

ellas debido a la adaptacidn a distintas condiciones ambientales.

En cuanto a la produccién de 2,3-BDO, los resultados obtenidos en este trabajo del
screening de las diferentes enterobacterias aisladas (tabla 10) estan de acuerdo con
trabajos publicados anteriormente en cuanto a la capacidad de produccién por parte de
estos microorganismos, donde se sefiala que las bacterias que producen 2,3-BDO de forma
efectiva pertenecen principalmente a la familia Enterobacteriaceae, destacando las
especies Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca y Enterobacter aerogenes (Sabra et al.,
2015). Ademas, en esta Tesis Doctoral se ha puesto de manifiesto la capacidad de
produccién de 2,3-BDO por parte de otras especies menos estudiadas como son K

singaporensis, E. ludwigii, K. variicola y Leclercia adecarboxylata.

Es importante destacar que en nuestro trabajo las cepas productoras sintetizaron
Unicamente 2,3-BDO en su forma opticamente activa, sin detectarse la mezcla de dos
esteroisomeros de 2,3-BDO (meso) como si se obtuvo en otros trabajos (Celinska y Grajek,
2009). Esto puede suponer una ventaja para la industria, puesto que se trata de una forma

mas pura, con gran valor para la sintesis de diversas moléculas.

Una vez determinada la capacidad de las cepas seleccionadas para producir 2,3-
BDO a partir de glucosa pura, se estudid la posibilidad de sustituir este carbohidrato por
sacarosa como fuente de carbono, ya que esto supondria un menor coste en la sintesis de
2,3-BDO y ademas pondria de manifiesto qué cepas serian capaces de asimilar la sacarosa

presente en los residuos agroindustriales a la hora de utilizar estos como materia prima.

Del total de aislados, tan solo un 16% utilizaron la glucosa produciendo acido
como resultado pero no fueron aptas para la utilizacién de sacarosa. El resto sin embargo
pudieron utilizar ambos carbohidratos, por lo que contamos con 21 cepas que
potencialmente podrian producir 2,3-BDO a partir de residuos agroindustriales con

contenido en sacarosa.
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En la mayoria de trabajos sobre produccion de 2,3-BDO mediante bacterias se ha
utilizado glucosa como materia prima, por lo que consideramos interesantes los
resultados obtenidos, suponiendo una ventaja frente a éstos al economizar el proceso de

produccion.

Por otra parte, a partir de los resultados se observa que existen diferencias en
cuanto al metabolismo de los carbohidratos entre distintas cepas de la misma especie, asi

como entre aislados de la misma cepa pero provenientes de diferentes zonas de muestreo.

Esto pone de manifiesto la gran diversidad bacteriana presente en los arrozales de
las Marismas del Gudalquivir, existiendo bacterias de diferentes géneros y especies,
distintas cepas y distintas capacidades metabodlicas dentro de una misma cepa, que de
nuevo podria explicarse por la elevada variedad de condiciones ambientales en los

arrozales debido al manejo del suelo y el agua de riego.

La cepa con la que se obtuvo mayor produccién de 2,3-BDO corresponde a la
especie E. aerogenes. La bacteria E. aerogenes posee un gran potencial biotecnoldgico, ya
que se le atribuyen numerosas aplicaciones de interés industrial. Asi, se ha descrito su uso
para biorremediacién en zonas contaminadas con plomo y mercurio (Pifién-Castillo et al.,
2010; Mehta y Vaidya, 2010), biodegradacién de compuestos organicos como la acrilamida
(Buranasilp y Charoenpanich, 2011), produccion de biocombustibles (Han et al., 2012; Lee
et al, 2012), producciéon de enzimas (Geckil y Gencer, 2004), tratamiento de aguas
residuales mediante la produccién de biofloculante (Lu et al., 2005) y agente de control

biolégico en cultivo de citricos (Meca et al., 2009).

También el género Enterobacter, y concretamente E. aerogenes, se ha considerado
un microorganismo interesante para la sintesis de 2,3-BDO en diversos trabajos (Olson et

al., 1948, Barret et al., 1983, Perego et al., 2000).

Llegados a este punto decidimos centrar nuestro trabajo en la producciéon de 2,3-
BDO por la cepa E. aerogenes SC10. Para ello en primer lugar se procedié a su
caracterizacion fenotipica y bioquimica, de forma paralela a la cepa de coleccién E.
aerogenes CECT 6847, con el objetivo de determinar si existian diferencias con respecto a

esta.
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Como resultado se obtuvo que las cepas E. aerogenes SC10 y E. aerogenes CECT
684T son idénticas en cuanto a su caracterizacion fenotipica. Los resultados de las pruebas
bioquimicas también fueron idénticos para ambas cepas, y se corresponden con los

resultados esperados para la especie E. aerogenes.

Aunque las cepas E. aerogenes SC10 y E. aerogenes CECT 684T como se ha visto
poseen una elevada semejanza, algunas pruebas difirieren entre ellas, como son la
sensibilidad a antibiéticos y el crecimiento en medio con carbohidratos.

En cuanto a la sensibilidad frente a antibitticos, la cepa E. aerogenes SC10
presentd mayor resistencia a algunos de los antibioticos ensayados (tabla 13) que la cepa
de coleccion. Una posible explicacion de ello seria la adquisicién de resistencia a
antibidticos de las enterobacterias que se liberan al medio ambiente desde las plantas de
tratamiento de aguas residuales, y que a través del agua de riego proveniente del rio llegan
a los cultivos, en este caso, al cultivo de arroz. Estas enterobacterias provenientes de
restos fecales poseerian dicha resistencia a antibio6ticos debido al excesivo uso por parte
de la poblacién de estos medicamentos, y una vez liberadas al ambiente no sélo mantienen
la resistencia sino que la dispersan entre las comunidades bacterianas del medio a través
de procesos de intercambio genético.

También se prob6 el crecimiento de ambas cepas en medio de cultivo simple y con
una fuente de carbohidratos (sacarosa). En medio sin carbohidratos el crecimiento fue
igual para ambas, mientras que en medio con sacarosa la cepa E. aerogenes SC10
experimentd un mayor crecimiento. Esta diferencia puede deberse a que la cepa
proveniente de coleccidén ha sido cultivada en medios especificamente disefiados para
cubrir sus necesidades nutricionales, mientras que la cepa aislada del medio natural se ha
visto obligada a desarrollar mecanismos para obtener del ambiente los nutrientes
necesarios, que normalmente no se encuentran disueltos sino que se han de obtener de

fuentes mas complejas.

Por ello la cepa E. aerogenes SC10 es capaz de asimilar con mayor velocidad la
sacarosa (y de forma mads eficiente) y obtener a partir de ésta la glucosa para su
crecimiento.

Este hecho se consider6 muy interesante ya que supondria una ventaja de la cepa aislada
del arrozal frente a la cepa de coleccion a la hora de utilizar residuos como materia prima

para la obtencién de 2,3-BDO.
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Por ultimo se probd la capacidad de produccion de 2,3-BDO de las dos cepas,
obteniéndose un 58,1% mas de produccién en la cepa E. aerogenes SC10 que en la cepa
tipo E. aerogenes CECT 684T.

La ventaja en la produccidn podria deberse la adaptacién de la cepa E. aerogenes
SC10 a su habitat y la frecuente activaciéon de su mecanismo fermentativo debido a la
existencia de condiciones anaerobicas o con poca disponibilidad de oxigeno en el suelo de
los arrozales. Ademas, se ha estudiado que la produccién de 2,3-BDO supone un
mecanismo de asociacién a plantas, pudiendo actuar este compuesto como promotor del
crecimiento vegetal (Lugtenberg y Kamilova, 2009), y a la vez que es sintetizado la

bacteria toma nutrientes de los exudados radicales de la planta.

Teniendo en cuenta estos resultados se determind que la cepa E. aerogenes SC10
aislada de los arrozales presenta ciertas ventajas que la hacen mas competitiva para la

produccion de 2,3-BDO frente a la cepa tipo, por lo que se escogié como cepa de trabajo.

Los procesos convencionales de obtencién de 2,3-BDO no resultan
econémicamente competitivos, ya que como se mencion6é en el apartado 4.4.1. de
resultados, de forma simultdnea a la produccién de este compuesto, se originan otra serie
de metabolitos como etanol, acetoina, 4cido lactico o acido succinico, lo que da lugar a un
menor rendimiento en la produccion de 2,3-BDO asi como a un incremento en los costes

de recuperacion y purificacién de éste (Fond et al.,, 1985).

Por este motivo, se han llevado a cabo diversos trabajos con el fin de lograr una
produccion de 2,3-BDO mas eficiente y econdmica mediante la mejora de las cepas

productoras.

Asi, se ha llevado a cabo la mejora genética de cepas bacterianas como Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae y Serratia marcescens para alcanzar
un mayor rendimiento y productividad en la produccién de 2,3-BDO, y reducir a la vez la

produccion de otros metabolitos de la misma via metabdlica (Xu et al., 2014).

También varios autores han estudiado el metabolismo de la glucosa en
Enterobacter aerogenes y han realizado trabajos de mejora para la produccién de 2,3-BDO

por parte de esta bacteria.
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Asi, se ha introducido en E. aerogenes el gen vgb que codifica la hemoglobina en la
bacteria Vitreoscella (Geckil et al,, 2004) y se ha delecionado el gen IdhA que codifica la
enzima lactato deshidrogenasa, responsable de la formacién de acido lactico a partir de
piruvato en E. aerogenes (Jung et al., 2012).

La reciente secuenciacion del genoma completo de Enterobacter aerogenes KCTC
2190 (Shin et al., 2012), ha permitido conocer las principales vias de producciéon de
metabolitos como etanol, acido lactico, acido succinico y 2,3-BDO. Este hecho nos ha
permitido en la presente Tesis Doctoral seguir trabajando en la mejora de produccién de
2,3-BDO por parte de Enterobacter aerogenes mediante la modificacion de genes

implicados en las rutas metabélicas que dan lugar a este compuesto.

Con el fin de lograr una sobreproducciéon de 2,3-BDO por parte de la cepa
productora E. aerogenes SC10, se modificaron las vias metabdlicas conducentes a la
formacidon de los metabolitos acido lactico y piruvato. Ademas se modificé la via de

obtencion de 2,3-BDO directamente a partir de acetoina.

En E. aerogenes se ha estudiado la eliminacién o reducciéon de metabolitos que
compiten por la fuente de carbono en la sintesis de productos de interés como succinato
(Tajima et al., 2015), hidrégeno (Rachman, 1997; Zhang et al., 2011) o etanol (Nwachukwu
et al, 2012). Sin embargo, solamente encontramos un trabajo publicado que se ha
centrado en la eliminacién de la sintesis de compuestos que compiten con la produccion

de 2,3-BDO, el publicado por Jung et al. (2012).

En nuestro trabajo en primer lugar se estudid la inactivacidn de la sintesis de acido
lactico, con la que, como se indic6 en el apartado 4.1.1. de resultados, se pretendia
aumentar la produccién de 2,3-BDO, cuya formaciéon compite con la del primero. De esta

forma se obtuvo la cepa mutante EALD, con interrupcién del gen IdhA.

En la cepa EALD no se apreciaron diferencias significativas en el crecimiento con
respecto a la cepa silvestre, por lo que se puede afirmar que la deleciéon de la via de
sintesis de acido lactico no afecta a éste.

En cuanto a los efectos de diferentes condiciones ambientales sobre esta cepa, se observo
que presentaba una tolerancia mayor que la cepa silvestre a valores altos de temperatura
(452C), lo que supone otra ventaja para el uso de esta cepa en la sintesis industrial de 2,3-

BDO.
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La mayor tolerancia a una alta temperatura podria indicar que la energia
destinada a la produccién de lactato ahora estaria disponible para otros procesos como los

mecanismos de tolerancia a condiciones de estrés.

La actividad enzimatica LDH se vi6 reducida en un 44% en la cepa EALD con
respecto a la cepa silvestre, confirmando que la interrupciéon del gen IdhA supone la

eliminacion de la principal via de formacién de &cido lactico en E. aerogenes.

La produccidon de metabolitos resultantes de la ruta de formacién de 2,3-BDO se
incrementé para el 2,3-BDO, succinato y etanol en la cepa EALD, mientras que la

produccion de acido lactico decayé un 86% con respecto a la cepa silvestre.

Los valores de rendimiento y productividad obtenidos con la cepa EALD fueron
respectivamente de un 15% y un 40% mayores que los obtenidos con la cepa silvestre,

incrementos que superaron los valores obtenidos en otros trabajos (Jung et al, 2012).

En segundo lugar, se modificé la via de sintesis de piruvato, sobreexpresando la
enzima que actia en la oxidaciéon de G3P a 1,3-PG, el cual da lugar a piruvato mediante
otra serie de reacciones. La sobreexpresiéon de dicha enzima, gliceraldehido-3-fosfato-

deshidrogenasa, dio lugar a la cepa mutante EAG.

Esta cepa al igual que la anterior cepa mutante, no vi6 afectado su crecimiento con
respecto a la cepa silvestre. Asi mismo el efecto de diversos factores ambientales como la
temperatura, pH y concentracién de sacarosa y 2,3-BDO en el medio fue el mismo que para

la cepa silvestre.

La actividad enzimatica GAPDH, tal y como se esperaba se vi6 incrementada en la

cepa EAG, siendo el incremento de un 280%.

A partir de la fermentacién para obtener 2,3-BDO se obtuvieron cantidades
mayores de todos los metabolitos (2,3-BDO, succinato, etanol, acido lactico y acetoina) en

esta cepa con respecto a la silvestre.

El consumo de sacarosa se vié incrementado en esta cepa un 28% con respecto a la
cepa silvestre, obteniéndose un rendimiento en g 2,3-BD0O/g sacarosa de un 0.42, que

supone un rendimiento un 4% mayor que en la cepa silvestre.
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Teniendo en cuenta que la cepa EAG produjo mayor cantidad de todos los demas
metabolitos que la cepa silvestre, esto podria explicar el mayor consumo de sacarosa, que

no solo se utiliz6 para la sintesis de 2,3-BDO sino también de los demas productos.

La productividad y el rendimiento de la cepa EAG aumentaron en un 27,8% y un

4% con respecto a la silvestre.

Finalmente, se modific6 la via de reduccion de acetoina hacia 2,3-BDO,
sobreexpresando la enzima responsable de dicha reaccién (acetoina reductasa/butanodiol

deshidrogenasa), obteniéndose la cepa mutante EAB.

Esta mutacién tampoco afecté al crecimiento de la bacteria, sin embargo, al igual
que en las otras cepas mutantes se observé una mayor tolerancia a valores altos de

temperatura (452C) en comparacion con la cepa silvestre.

La actividad enzimatica BDH se vid incrementada en esta cepa en un 159% con

respecto a la cepa silvestre.

En cuanto a la produccién de 2,3-BDO a partir de sacarosa, en esta cepa se observo
un incremento de un 27.7% con respecto a la silvestre, al contrario que el resto de
metabolitos (succinato, etanol, cido lactico y acetoina), que vieron reducida su sintesis,
por lo que podemos confirmar que la sobreexpresion de la enzima BDH tuvo un efecto

directo en la sobreproduccion de 2,3-BDO a partir de acetoina.

La tasa de consumo de sacarosa de la cepa EAB fue solamente un 2.83% mas que la
cepa silvestre, lo que da lugar a una mayor diferencia con respecto al rendimiento de

ambas cepas, que es de un 26,6% mayor en EAB.

En nuestro trabajo se ha demostrado que la sobreexpresion de las enzimas BDH y
GAPDH da lugar a una mejora en la produccién de 2,3-BDO, al igual que en trabajos
previos sobre Bacillus (Desmukh et al., 2016; Yang et al., 2013).

En enterobacterias, concretamente en Klebsiella, también se ha estudiado
previamente el efecto de la sobreexpresion de la enzima BDH (Cho et al, 2015). En el
trabajo de Cho et al. se consigue un aumento del 2.5% y el 0.9% de rendimiento y
productividad respectivamente en la cepa con sobreexpresiéon de BDH con respecto a la

cepa silvestre.
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Los efectos en el rendimiento y la productividad son practicamente inapreciables
en comparacién con los obtenidos en nuestro trabajo para la cepa de E. aerogenes con
sobreexpresion de la enzima BDH, que como se ha indicado anteriormente son del 26.6% y

27.7%.

Por otra parte, no se han publicado trabajos sobre enterobacterias en los que se
lleven a cabo de forma simultanea en la misma cepa diversas modificaciones para la
mejora de la producciéon de 2,3-BDO.

En esta Tesis Doctoral, con el objetivo de obtener los maximos valores de
rendimiento y productividad posibles en la produccién de 2,3-BDO con nuestra cepa E.
aerogenes SC10, se construyeron cepas que incluyeran en una misma cepa las distintas
modificaciones metabolicas realizadas anteriormente, pudiendo asi sumar los efectos
positivos de cada una de ellas en la produccién de 2,3-BDO.

Asi se obtuvieron las cepas EAGB y EALD-GB. En la cepa EAGB, con sobreexpresion
de las enzimas GAPDH y BDH, se vi6 incrementada la produccion de 2,3-BDO con respecto
a la cepa silvestre, siendo este incremento mayor que en las cepas que presentan cada una
de las sobreexpresiones por separado (EAG y EAB), al igual que el rendimiento y la
productividad.

La mejora mas remarcable se obtuvo con la cepa EALD-GB. Esta cepa fue la que
experimentd un mayor aumento de produccién de 2,3-BDO con respecto a la silvestre,

siendo este de un 58%, al igual que la productividad.

En cuanto a la utilizacién de distintos aztcares por parte de la cepa silvestre y las
cepas mutantes obtenidas en este trabajo, se observaron resultados iguales para la

glucosa, fructosa y sacarosa.

El potencial de la bacteria E. aerogenes para la produccién de 2,3-BDO es un hecho
demostrado, pero presenta el inconveniente de la formacién paralela de metabolitos
indeseables que provocaban la disminucién del rendimiento en la produccién de 2,3-BDO.

Como se ha visto anteriormente, la reduccion de la sintesis de dichos metabolitos
beneficia la producciéon de 2,3-BDO, ya que de esta forma no compiten por el piruvato
como metabolito intermedio. Ademas, la formacidn de 2,3-BDO a partir de glucosa se trata
de un proceso con multitud de reacciones de oxidacion-reduccién, por lo que la

disponibilidad de los cofactores NAD y NADH suponen una limitacion para el proceso.
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Tanto es asi que se estima que una de las funciones bioldgicas de la produccién de
2,3-BDO es la compensacion del exceso de poder reductor asociado con la glucélisis
(Celinska y Grajek, 2009), regulando el ratio NADH/NAD intracelular.

De esta forma, la sobreexpresion de la enzima GAPDH (dependiente de NAD y
generadora de NADH) daria lugar a la mayor disponibilidad de NADH para la reaccién de
reduccién de acetoina a 2,3-BDO. De la misma forma la delecion de la enzima LDH
(dependiente de NADH), reduciria el consumo de dicho cofactor que por lo tanto quedaria
también disponible para la reduccién de acetoina a 2,3-BDO, a la vez que dejaria de
generar el cofactor NAD. El bloqueo en la produccion de acido lactico da lugar a la
necesidad de la célula de consumir NADH a través de otras vias. Por lo tanto la reacciéon
de formacién de 2,3-BDO a partir de acetoina se veria estimulada para regenerar el

cofactor NAD, lo cual es doblemente favorecido por la sobreexpresion de la enzima BDH.

Para mejorar la produccién de 2,3-BDO en y reducir los productos no deseados,
existen ya estrategias llevadas a cabo para inactivar genes responsables de dichos
metabolitos. Es el caso del trabajo publicado por Ji et al. (2010), en el que se obtiene una
cepa de Klebsiella oxytoca con mayor produccion de 2,3-BDO que la cepa silvestre
mediante la delecién de la enzima acetaldehido deshidrogenasa, responsable de la

formacién de etanol.

En el caso de E. aerogenes encontramos el trabajo de Jung et al. (2012), en el que se
lleva a cabo la reduccidn de la sintesis de lactato mediante la delecién de la enzima lactato

deshidrogenasa.

Nuestro trabajo se diferencia en que ademas de inactivar dicho gen se han
sobreexpresado otros dos genes implicados en la sintesis de 2,3-BDO, logrando con esto

mayor produccion, rendimiento y productividad.

En esta Tesis Doctoral se ha logrado la obtencién de cepas a partir de la bacteria E.
aerogenes con la redistribuciéon del flujo de carbono hacia la produccién de 2,3-BDO
mediante la ingenieria de vias metabdlicas, mitigando el problema de la co-formacién de

metabolitos no deseados a la vez que se forma 2,3-BDO.

Ademds, las modificaciones introducidas mejoraron el rendimiento vy
productividad en la obtencién de 2,3-BDO, sin afectar el crecimiento de la bacteria. Por lo
tanto se puede considerar que este trabajo ha resultado exitoso en la construccién de

cepas de E. aerogenes mejoradas para la sobreproduccion de 2,3-BDO.
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Entre las cepas mutantes obtenidas, el valor mas alto de produccién de 2,3-BDO
fue de 27.36 g/L en cultivo de 24 h en modo batch, alcanzado por la cepa EALD-GB. El
rendimiento expresado en g de 2,3-BDO/ g de sacarosa consumida en esta cepa fue de
0.51. No constituye el mayor rendimiento obtenido entre las cepas de estudio puesto que
este valor fue alcanzado también por las cepas EAB y EAGB. Sin embargo, no es esta la
caracteristica mas importante para la aplicacion industrial de las cepas, sino una alta
productividad, que permite ahorrar tiempo y recursos (Ji et al, 2011). La mayor
productividad si fue alcanzada por la cepa EALD-GB, con un valor de 1.14 g/L/h.

Esta no es la cepa que mejor tolera altas temperaturas de entre las estudiadas, sin
embargo la cepa EALD-GB al contrario que la cepa silvestre, fue capaz de crecer a 45°C.
Por ello, aunque no es muy frecuente, debido a que las condiciones de produccion
industrial estan altamente controladas, esta cepa podria soportar posibles

sobrecalentamientos producidos en la industria.

Estos resultados nos llevan a considerar que la cepa seleccionada entre los

distintos mutantes obtenidos para su aplicacién industrial seria la cepa EALD-GB.

En nuestro trabajo también planteamos la posibilidad de utilizar residuos como fuente de
carbono para la producciéon de 2,3-BDO, esencial para llevar a cabo procesos

econdémicamente favorables.

Existen numerosos estudios sobre la utilizacion de residuos agroindustriales para
produccién de etanol, sin embargo los estudios encaminados a la produccién de 2,3-BDO a

partir de residuos son muy escasos.

Diferentes residuos han sido empleados para la produccién de 2,3-BDO: maiz
(Wang et al., 2010), alcachofa (Sun et al, 2009), mandioca (Wang et al., 2012), jatrofa
(Jiangetal., 2012).

En este trabajo se estudiaron residuos de remolacha, pifia y naranja para la
produccion de 2,3-BDO. En un andlisis preliminar mediante cromatografia en capa fina se
determind que los tres tipos de residuo contenian azicares susceptibles de ser utilizados

por las bacterias para producir 2,3-BDO.
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Mediante los procesos de hidroélisis llevados a cabo sobre los residuos se liberaron
los azucares presentes en los mismos, siendo el proceso de autohidrdlisis el mas efectivo
por liberar mayor cantidad de azudcares, seguido de la hidrélisis enzimatica y la hidrélisis

acida.

Del residuo de remolacha se obtuvieron cantidades de aztcar entre los 0.1 y 7 g/L,
que no se consideraron suficientes para su utilizacién en la sintesis de 2,3-BDO, por lo que
se descartd la utilizacién del mismo. A partir de los residuos de naranja y pifia si se
obtuvieron cantidades de aztcar que consideramos suficientes para la produccién de 2,3-

BDO.

Como se describe en el apartado 4.5.3. de resultados, el residuo de naranja fue
detoxificado para eliminar el compuesto furfural, inhibidor del crecimiento microbiano,
que fue detectado en el andlisis de aztlcares realizado por cromatografia en capa fina, asi
como el limoneno, presente de forma natural en los citricos.

La detoxificacion supuso una pérdida minima de azuicares (7% de glucosa y
fructosay 1.3% de sacarosa), asumible puesto que la presencia de compuestos toxicos que
inhibiesen el crecimiento bacteriano supondria una merma mayor en la produccion de 2,3-

BDO.

En cuanto al crecimiento bacteriano, éste se logré en ambos tipos de residuos
utilizados, naranja y pifia, al igual que la produccién de 2,3-BDO. La produccién de este
compuesto a partir de pifia y naranja alcanzada a las 24 h de cultivo fue del orden de la
obtenida partir de los ensayos realizados con sacarosa comercial por la bacteria E.
aerogenes.

Utilizando residuos de naranja, se obtuvieron 0.15 g de 2,3-BDO por 1 g de cascara
de naranja. Utilizando residuos de pifia se obtuvieron 0.05 g de 2,3-BDO por 1 g de pulpa

de pifia.

La mayoria de los trabajos sobre produccion bioldgica de 2,3-BDO se han centrado
en el uso de sustratos puros (glucosa, sacarosa). Los costes de produccién de 2,3-BDO
dependen en gran medida de la materia prima empleada, por lo que la obtencién de este
compuesto a partir de materias primas de bajo coste como son los residuos de pifia y

naranja supone una gran ventaja econdémica para la industria.
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Discusion

En comparacion con la produccion de 2,3-BDO a partir de sacarosa comercial, el
rendimiento de produccién de 2,3-BDO a partir de residuos de pifia y naranja que hemos
obtenido es bajo. Sin embargo, teniendo en cuenta que se trata de residuos poco
aprovechados y con un alto volumen de producciéon en los sectores de industria y
hosteleria, a gran escala puede considerarse una alternativa de interés.

La cascara de naranja puede considerarse especialmente interesante debido a su
composicién quimica, disponibilidad y bajo coste. Normalmente este residuo se ha
utilizado para la produccién de pienso animal. En este trabajo se ha puesto de manifiesto
la posibilidad de su uso para la produccion de 2,3-BDO por medio de bacterias, en nuestro

caso E. aerogenes, adquiriendo este material un valor afiadido.

En vista de los resultados obtenidos a partir de los diferentes ensayos llevados a
cabo en esta Tesis Doctoral se podria afirmar que se ha logrado obtener una produccién de
2,3-BDO de bajo coste para la industria, puesto que se han obtenido cepas bacterianas que
sintetizan este compuesto en un corto periodo de tiempo, mejorando su rendimiento y
productividad con respecto a la cepa silvestre, y ademas se ha puesto a punto la utilizacién

de residuos como materia prima, lo que minimiza el coste de los sustratos.
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6. CONCLUSIONES









Conclusiones

I. El estudio realizado en las Marismas del Guadalquivir ha puesto de manifiesto
que existe una amplia diversidad de enterobacterias en las mismas, debido a la variedad
de condiciones ambientales que se dan en el agroecosistema del arroz. Asi, se aislaron
enterobacterias de 4 géneros distintos y 11 especies, y se determinaron varias cepas

entre los aislados pertenecientes a una misma especie.

II. Gran cantidad de las enterobacterias aisladas fueron capaces de sintetizar 2,3-
BDO, seleccionando entre ellas la cepa SC10 para un estudio mas detallado. En base a sus
caracteristicas fenotipicas y genotipicas se identific6 como Enterobacter aerogenes,

constituyendo la cepa E. aerogenes SC10.

III. El estudio comparativo entre la cepa E. aerogenes SC10 y la cepa de coleccidon
E. aerogenes CECT 684T nos ha permitido comprobar que las condiciones cambiantes del
arrozal dan lugar a la existencia de cepas con una mayor capacidad de adaptacién de su
metabolismo que las cepas de coleccion, lo que supone una ventaja de las primeras para su
utilizacién en la sintesis de compuestos precursores de polimeros como el 2,3-BDO,

convirtiéndolas en microorganismos atractivos a nivel industrial.

IV. Mediante la aplicacién de la ingenieria de vias metabdlicas conseguimos
mejorar la producciéon de 2,3-BDO en E. aerogenes SC10, incrementando los valores de
rendimiento y productividad, a la vez que se disminuy6 la produccién de metabolitos no
deseados resultantes de la fermentacién y se increment6 la producciéon de otros que
podrian ser interesantes para otro tipo de aplicaciones industriales.

El mayor incremento de produccién de 2,3-BDO fue alcanzado por la cepa triple
mutante EALD-GB, con una productividad un 58% mayor que la alcanzada por la cepa

silvestre.

V. La evaluacion llevada a cabo en este trabajo de diversos residuos
agroindustriales como sustrato en la sintesis de 2,3-BDO ha permitido establecer su uso
como alternativa a los azlcares puros, contribuyendo de esta forma a la viabilidad
econdmica de los procesos de obtencion de 2,3-BDO por via biotecnoldgica. A la misma vez
se han revalorizado dichos residuos y se ha contribuido a la disminuciéon del impacto

ambiental que genera la eliminacién de los mismos.
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Conclusiones

VI. En vista de los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, se puede afirmar
que se ha logrado obtener 2,3-BDO mediante el uso de procesos biotecnolédgicos. De esta
forma se logra rebajar la dependencia del petréleo y los procesos quimicos en la

fabricacion de polimeros como el poliuretano y otros productos derivados del 2,3-BDO.
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