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I. Resumen

La crisis ambiental y social por la que atraviesa el mundo actual requiere de una economia de base
bioldgica (bioeconomia), para la produccion sostenible de una amplia gama de productos que
incluyen productos bioquimicos como el acido lactico y bioplasticos como el acido lactico
polimerizado o PLA. De modo que el interés por materias primas que no compitan por el insumo
alimenticio y el uso de suelo agricola ha permitido proponer el uso de desechos lignocelulosicos.
Sin embargo, en procesos de conversién como la sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF)
para la fermentacion de azucares a acido lactico esta limitada por la falta de microorganismos que
cumplan los requerimientos y vuelvan a este proceso totalmente rentable. Los requerimientos
sugieren a microrganismos, que ademas de fermentar de manera rapida, eficiente y con
requerimientos nutricionales simples, lo hagan a temperaturas entre 45 °C y 50 °C. A pesar de que
existen diferentes cepas de Escherichia coli modificadas por ingenieria de vias metabdlicas que
cumplen con muchos de los requisitos de fermentacion y bajos requerimientos nutricionales, la
temperatura optima de crecimiento de estas cepas es de 37 °C, por lo cual, no coincide con la
temperatura requerida para SSF. En el presente proyecto, mediante evolucion adaptativa en
laboratorio, y después de 31 transferencias en cultivo en lote se obtuvieron variantes de la cepa
lactogénica de Escherichia coli JU15*, las cuales se comprob6 fueran capaces de crecer a 45 °C.
Posteriormente, una vez seleccionada y evaluada, la cepa ECL45 se sometid a una segunda etapa
de evolucion adaptativa con el fin de obtener y seleccionar otra variante capaz de crecer a 47 °C
después de 49 transferencias. De igual manera, se selecciond y evalu6 la cepa denominada ECLA47.
En comparacion con la cepa progenitora JU15*, las cepas ECL45y ECL47 a 37 °C fueron capaces
de crecer a una velocidad especifica similar, en promedio 0.22 h-1y de fermentar 40 g/L de glucosa

con rendimientos de 0.83, 0.39 y 0.53 g LACTATO /g GLUCOSA, con una productividad
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volumétrica de 1.42,1.00 y 1.35 g LACTATO /L*h. Respectivamente, la cepa JU15* no es capaz
de crecer a temperaturas mayores a 43 °C. De manera relevante, a 45 °C, ECL45 y ECLA47,
crecieron con una velocidad especifica en promedio de 0.20 h-1, produjeron lactato con un
rendimiento de 0.89 y 0.76 g LACTATO/g GLUCQOSA, logrando una productividad volumétrica
de 1.06 y 1.30 g LACTATO /L*h., respectivamente. Estos resultados demuestran que fue posible
evolucionar a la cepa lactogenica de E. coli JU15* y mantener su propiedad de crecer y fermentar
glucosa a lactato a temperaturas mayores a 43 °C. Se sugiere que los cambios moleculares
generados en las cepas sean dilucidados mediante estudios de secuenciacion gendémica, ingenieria
reversay caracterizacion en biorreactores para determinar y entender que modificaciones genéticas
y fisiologicas le confirieron la capacidad de crecer y fermentar a temperaturas elevadas, en medio

mineral y en ausencia de aireacion.
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I1. Introduccion

El incremento de la poblacion y los avances tecnoldgicos han encaminado a los plasticos a ser el
principal componente dentro de la extensa gama de materiales méas utilizados por la sociedad
moderna. Sin embargo, la mayoria de los mondémeros empleados para fabricar estos polimeros se
derivan de hidrocarburos fosiles, volviéndose de caracter no renovable y no biodegradable. Como
resultado, se acumulan y persisten en el ambiente durante un periodo de tiempo indefinido,
generando dafios a los diferentes ecosistemas, y asi mismo, a la salud humana (Brockhaus et al.,
2016). A medida que se conoce la problematica ambiental y social que ocasionan los polimeros
sintéticos, aunado al futuro agotamiento de los combustibles fosiles, se ha hecho un esfuerzo
considerable por buscar y desarrollar tecnologias sustentables que permitan sustituirlos (Andrady

y Neal, 2009; Geyer et al., 2017).

La produccion de bioplasticos surge como una alternativa viable y sostenible para mitigar el efecto
negativo que causan los polimeros sintéticos. En comparacion, los biopolimeros pueden originarse
de fuentes renovables, ser biodegradables o exhibir ambas caracteristicas (Karan et al., 2019). Al
ser biodegradables, logran convertirse en material celular, principalmente de microrganismos, y
descomponerse en moléculas mas pequefias (didxido de carbono, agua y otras moléculas de bajo
peso molecular) a través de compostaje, evitando su acumulacion y un menor impacto ecoldgico
(Avérous, 2008; Tokiwa et al., 2009; Luckachan y Pillai, 2011). EI término bioplastico engloba a
un extenso grupo de materiales con diversas propiedades y aplicaciones. En la actualidad existen
diversos ejemplos de biopolimeros, los mas cominmente conocidos son: poliglicolido (PGA),
policaprolactona (PCL), polihidroxialcanoatos (PHA), poli-succinato de butileno (PBS), poli

adipato de butileno con tereftalato (PBAT) y polilacticos (PLA) (Tokiwa et al., 2009).
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A pesar de gque los materiales antes mencionados son considerados biopolimeros, no siempre se
originan totalmente de fuentes renovables (algunos presentan proporciones petroquimicas), ni son
biodegradables, lo que resulta contraproducente en el afan por buscar tecnologias sostenibles.
Asimismo, uno de los polimeros mas prometedores para desplazar a sus homdélogos a base de
petréleo es el &cido polilactico o PLA, que a diferencia de otros biopolimeros, puede obtenerse de
recursos renovables, ser biodegradable y a su vez, cumplir con funciones similares a la de los

polimeros convencionales (Hamad et al., 2018; Heidbreder et al., 2019; Thakur et al., 2018).

El PLA es un poliéster alifatico termoplastico biodegradable, producto de la polimerizacion de
mondmeros de &cido lactico, un acido orgénico cuya molécula es quiral con dos enantiomeros
opticos (L (+) y D (-)), y que al poseer moléculas quirales, puede existir en cuatro formas
diferentes: poli (L-acido lactico) (PLLA), poli (D-acido lactico) (PDLA), poli (D, L, acido lactico)
(PDLLA) una mezcla racémica de PLLA y PDLA, y meso-poli (acido lactico) ( Lim et al., 2008;
Luckachan y Pillai, 2011; Ulery et al., 2011). Las cualidades como la alta resistencia mecanica,
cristalinidad y biodegradabilidad se ven influenciadas por la composicion de los enantiomeros
Opticamente puros activos de acido lactico presentes en cada una sus formas (Drumright, Gruber,

& Henton, 2000; Nofar, Sacligil, Carreau, Kamal, & Heuzey, 2019).

Ademas de ser biodegradable, el PLA destaca por su biocompatibilidad, baja toxicidad y su
capacidad para personalizarse en diferentes grados de resinas, y asi procesarse a una gran variedad
de productos (Tabla 1). Dado que sus propiedades son ideales para la fabricacion de materiales
médicos, ingenieria de tejidos, envasado de alimentos, entre otros, se prevé que la produccién y
uso de PLA como una alternativa rentable para sustituir a los plasticos sintéticos se incremente
considerablemente en un futuro cercano ( Drumright et al., 2000; Avérous, 2008; Lim et al., 2008;

Ulery et al., 2011; Singhvi et al., 2019).

13



Tabla 1. Principales aplicaciones del PLA, resaltando su versatilidad en el area biomédica (Drumright et al., 2000;
Lim et al., 2008; Ulery et al., 2011; Nofar et al., 2019).

Area biomédica

Material médico Farmacéutica
e Dispositivos de implante e Sistema de administracion  de
e Barras de fijacion ortopedica: placas, medicamentos
tornillos, suturas e Tratamientos dermatoldgicos

e Cubierta de heridas

e Dispositivos  cardiovasculares: estents
coronarios e injertos arteriales

e Andamios para la remodelacion de tejidos
(ingenieria de tejidos)

e Material dental

Area industrial

Envasado Otros

e Bolsas e Fibras textiles

e Filamentos de impresoras 3D
e Recipientes

e Recubrimiento electrénico y automotriz
e Placas de comida

e Empaquetado de verduras

e Envases de alimentos liquidos y solidos.

No obstante, el PLA aun presenta deficiencias importantes, como baja procesabilidad, alta
fragilidad a la fusion y baja tenacidad, lo que limita sus aplicaciones. Para superar estas

limitaciones, se ha propuesto el estudio y desarrollo de diversos sistemas de mezclas



enantioméricas, probando la proporcién de cada enantiomero puro activo de &cido lactico,
resaltando la importancia de los enantiomeros dpticamente puros, los que Unicamente se pueden
obtener a partir de la produccion biotecnolégica de acido lactico (Nofar et al., 2019). Por otro lado,
se han realizado mdltiples investigaciones sobre el desarrollo tecnoldgico para la produccion a
gran escala de acido lactico con la finalidad de permitir que el proceso sea mas efectivo y
economico. Como producto bioquimico, el acido lactico debe producirse biolégicamente a partir
de materiales de partida baratos, por ejemplo, los residuos lignocelulésicos. De esta manera se
contribuiria a la busqueda de tecnologias sustentables y al mismo tiempo, se permitiria la obtencion

de enantiémeros opticamente puros (Okano et al, 2010; Eiteman y Ramalingam, 2015).
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I1l. Marco teoérico

3.1.  Generalidades del acido lactico

El &cido lactico (acido 2-hidroxipropanoico), CHs-CH(OH)-COOH, es un acido organico debil,
conformado por un grupo hidroxilo unido a un carbono adyacente de un grupo carboxilo. Se
caracteriza por la presencia de un centro quiral, por lo que puede existir en dos formas
enantioméricas; L (+) y D (-) &cido lactico (Figura 1). La presencia de un carbono asimétrico le
ha permitido desenvolverse como una sustancia quimica eficiente para el desarrollo de diferentes
productos de alto valor agregado (Eiteman y Ramalingam 2015; Juturu y Wu 2016; PubChem,

2019).

Oc)

OH B OH

OH

Figura 1. Estructura quimica del acido lactico A) y sus enantiémeros épticos B) L- (+)- lactico, C) D (-)-lactico.

3.2.  Aplicaciones del &cido lactico

Desde su descubrimiento, el acido lactico ha tomado una posicion privilegiada dentro de la
industria. Al ser reconocido como sustancia alimentaria segura (GRAS por sus siglas en inglés)
por la federacion de drogas y alimentos (FDA por sus siglas en inglés) de los EE. UU., se ha
empleado principalmente en la industria de los alimentos, para el procesamiento de carnes,
regulacién de pH, elaboracion de conservadores, saborizantes e inhibicidn bacteriana. Igualmente,
dentro de la industria farmacéutica ha tomado relevancia, como regulador de pH, intermediario
quiral, agente quelante, componente natural de medicamentos, preparacion de soluciones

intravenosas y de dialisis. Por otro lado, en la industria cosmética se ha utilizado para el desarrollo
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de cremas hidratantes, humectantes, antiacné, rejuvenecedoras y aclarantes. Y en industria quimica
como regulador de pH, solvente, agente quelante, agente de limpieza e intermedio quiral. (Eiteman
y Ramalingam, 2015; Juturu y Wu, 2016; Martinez et al., 2017). No obstante, en la Gltima década,
la demanda de acido lactico ha proliferado notablemente debido a su uso como componente base

del PLA (Drumright et al., 2000; Lim et al., 2008).

El tamafio del mercado mundial de &cido lactico fue valuado en 2018 en 2.64 mil millones USD y
Sse espera que crezca a una tasa de crecimiento anual compuesta (CAGR por sus siglas en inglés)
del 18.7% de 2019 a 2025. En Ameérica las principales industrias productoras son Danimer

Scientific LLC, NatureWorks LLC y Hawking, entre otros. (Grand View Research, 2020).

3.3. Sintesis del &cido lactico

El 4cido lactico puede originarse por dos vias:

3.3.1. Sintesis quimica
La obtencion sintética de acido lactico se ha basado particularmente en la hidrolisis de lactonitrillo
por acidos o bases fuertes para después ser hidrolizado. Otras técnicas consisten en la degradacion
de azUcares catalizadas por bases. El &cido lactico sintético hecho de materias primas
petroquimicas es Opticamente inactivo, es decir, una mezcla racémica, por lo tanto, no se logran
obtener isdmeros Opticamente puros. Por lo anterior, no resulta un proceso técnica y
econdémicamente sostenible para la produccidn de este compuesto (John et al., 2007; Okano et al.,

2010; Juturu y Wu, 2016).

3.3.2. Sintesis bioldgica
Hoy en dia cerca del 90% de la produccién total de &cido lactico se obtiene por medio de

fermentacidn de azUcares, ya que contrario a la sintesis quimica, ofrece superioridad en términos
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e utilizacion de energias renovables, baja temperatura y bajo consumo de energia para su
produccidn, y alta especificidad, de modo que sus formas enantioméricas se encuentran de manera
independiente (L o D — acido lactico) (Okano et al. 2010; Eiteman y Ramalingam 2015; Juturu y
Wu 2016;). El empleo adecuado de microorganismos puede producir selectivamente los
enantiomeros requeridos. Existen organismos capaces de sinterizar acido lactico de manera
natural, si bien, cepas de hongos como Mucor , Monilia y Rhizopus y bacterias de los géneros
Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Bacillus y Escherichia son algunos ejemplos (John et
al., 2007). En aplicaciones biotecnoldgicas y relacionadas con los alimentos se han empleado
mayormente bacterias acido lacticas (LAB por sus siglas en inglés) (John et al., 2007; Okano et
al., 2010; Cubas-Cano et al, 2018; Es et al., 2018). Sin embargo, su capacidad de fermentar
diferentes fuentes de carbono, especificamente azlcares de cinco carbonos son ineficientes. Por
otro lado, las LAB durante su evolucién perdieron la capacidad de sintetizar sus propios factores
de crecimiento, por lo que necesitan altos requerimientos nutricionales y condiciones especificas
para su desempefio, lo que las vuelve poco atractivas econémicamente para la produccion a escala
industrial de acido lactico para ser utilizado como precursor viablemente econémico para la

manufactura de PLA (Narayanan et al.,2004).

Con el fin de no competir por el uso de suelo agricola y el subministro de alimentos, la conversion
bioldgica tiene un papel importante en la utilizacion de residuos lignocelulésicos, ya que es
probable que puedan contener sustratos Utiles, que pueden usarse para la sintesis de acido lactico

(Eiteman y Ramalingam, 2015; Fatma et al., 2018).
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3.4. Fermentacion de &cido lactico a partir de residuos lignocelulésicos
El creciente interés por mitigar los problemas ambientales y sociales que provoca el alto consumo
e productos petroquimicos, ha reforzado la motivacion para producir productos quimicos a partir

de recursos renovables (Karan et al., 2019).

La biomasa lignocelulésica de fuentes agricolas, agroindustriales y forestales representan una
materia prima de carbohidratos potencialmente econdmica para la fermentacion a gran escala de
acido lactico, esto debido a su abundancia, bajo precio, alto contenido de polisacaridos y su
caracter renovable (Abdel-Rahman et al., 2011). La biomasa lignocelulésica es constituyente de
la pared celular de las plantas y se compone principalmente de tres polimeros (celulosa,
hemicelulosa y lignina), que estan asociados entre si, y dependiendo del tipo de biomasa varia su
contenido (Fatma et al., 2018). La celulosa se encuentra en mayor proporcién dentro de la biomasa
vegetal (40-60% de la materia seca total), es un polisacarido-macromolecular lineal que se
compone de una region amorfa y cristalina, esta formada por una cadena larga de unidades de
glucosa unidas por enlaces 3 - 1,4 glucosidicos. La segunda fraccion corresponde a la hemicelulosa
(15-30% de la materia seca total), un heteropolimero corto y altamente ramificado de pentosas
(xilosa y arabinosa), hexosas (galactosa, glucosa y manosa) y azUcares acidos, qué a diferencia de
la celulosa, se puede descomponer facilmente en monosacaridos debido a su naturaleza no
cristalina y al bajo grado de polimerizacion. La ultima fraccion corresponde a lignina (10-25%
total de la materia seca total), un heteropolimero aromatico formado por alcoholes cinamilicos,
gue sirve como proteccion a las fracciones que se encuentran en mayor proporcion y gue se encarga
de dar rigidez a las plantas (Almeida et al., 2007; Hendriks y Zeeman, 2009; Hassan et al., 2018)
. Multiples factores como la complejidad de los componentes de la pared celular, la heterogeneidad

estructural, la cristalinidad de la celulosa y el grado de lignificacién son responsables de la
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capacidad recalcitrante de la biomasa lignocelulosica, lo que la hace resistente a la descomposicion
bioldgica y quimica (Almeida et al., 2007). Para llevar a cabo el uso eficiente y poder aprovechar
la biomasa, es necesario aplicar procesos fisicoquimicos, biolégicos y/o termoquimicos para
acceder a sus componentes principales. El método mas comdn es la hidrolisis y fermentacion
separadas (SHF por sus siglas en inglés), que consiste en cuatro pasos esenciales (Figura 2) (Abdel-

Rahman et al., 2011):

1. Pretratamiento de la biomasa lignocelulésica: donde se lleva a cabo la ruptura de la
cubierta de lignina y la region cristalina de la celulosa mejorando el acceso a las enzimas
e hidrolizando parte de la fraccion de hemicelulosa. El pretratamiento puede ser
fisicogquimico, mecanico, termoquimico o bioldgico, la eleccion puede tomarse de acuerdo
al tipo de material lignoceluldsico a emplear (Zhao et al., 2020).

2. Hidrolisis enzimatica de la biomasa pretratada: durante este paso, la lignocelulosa es
capaz de descomponerse hidroliticamente en azlcares simples a través de enzimas
lignoceluldsicas (endoglucanasas, celobiohidrolasas, exoglucanasas y B-glucosidasas), que
actuan aleatoriamente sobre enlaces glucosidicos en la regién amorfa de celulosa, liberando
oligosacéaridos con distintos grados de polimerizacidn, obteniendo finalmente un jarabe
rico en glucosa. Las condiciones éptimas para la actividad enzimatica son: temperaturas de
45° a 50°C y pH 4-5 (Maitan-Alfenas et al., 2015).

3. Fermentacion de los azUcares hidrolizados a acido lactico: una vez despolimerizados
los azUcares se fermentan a acido lactico por microorganismos. En el caso de las hexosas
(glucosa, galactosa y manosa) se fermentan mas facilmente en comparacién a las pentosas
(principalmente xilosa, seguido de arabinosa), ya que pocos microorganismos tienen la

capacidad de internalizarlas y fermentarlas, por lo que a menudo resulta también ser una
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limitante en el empleo de organismos (Abdel-Rahman et al., 2011; Maitan-Alfenas et al.,
2015)

4. Purificacion del acido lactico: finalmente al terminar la fermentacion, con la finalidad de
separar al acido lactico de otros posibles productos, es importante llevar a cabo su
purificacion, para posteriormente comercializarlo. El proceso de lactato de calcio que se
basa en la precipitacion de hidroxido de calcio es el mas empleado para su purificacion y

actualmente se emplea a escala industrial (Cubas-Cano et al., 2018).

Biomasa
lignocelulosica
Pretratamiento
fisicoquimico
. Hidrolisis '
Lignina <€— . Celulosa
hemicelulosa
l—' Fermentacion +—————

|

Purificacion

Figura 2. Diagrama de flujo general del proceso convencional para la produccion de acido lactico a partir de biomasa
lignocelulésica (adaptado de Abdel-Rahman et al., 2011).

Con el objetivo de disminuir el gasto de energia, tiempo del proceso, inhibicion enzimatica y
mejorar la purificacion del producto, se ha propuesto mejorar el método de hidrélisis enzimatica;
que consiste en acoplar los pasos dos y tres presentados en la Figura 2; dando como resultado la
sacarificacién y fermentacion simultanea (SSF por sus siglas en inglés) (Venkatesh, 1997; John et

al, 2009).
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3.5. Sacarificacion y fermentacion simultanea
Para un mejor aprovechamiento de los residuos lignoceluldsicos estos requieren ser sometidos a
procesos de hidrolisis enzimatica con la finalidad de obtener la mayor proporcion de azlcares
fermentables, principalmente glucosa, para la sintesis de acido lactico. No obstante, durante la
hidrolisis enzimatica, las enzimas estan sujetas a inhibicidn por retroalimentacion debido a la
acumulacién de monosacaridos, ocasionando que se requiera un mayor empleo de enzimas y se
reduzca la hidrolisis (Anuradha et al., 1999). Para contender con estos problemas, se ha sugerido
un método llamado sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF por sus siglas en inglés), que
consiste en acoplar la hidrolisis enzimatica con la fermentacion. El proceso de SSF tiene ventajas
como: 1) aumentar la tasa de hidrolisis, 2) reducir la inhibicién de la actividad enzimaética, 2)
disminuir los requerimientos de enzimas, 3) elevar el rendimiento del producto, 4) disminuir el
tiempo de proceso y 5) disminuir los costos totales (Venkatesh, 1997; Anuradha et al., 1999; Es et
al., 2018). A pesar de las ventajas que ofrece la SSF, la temperatura afecta al proceso, porque la
temperatura 6ptima de la hidrolisis enzimética (45 °C a 50 °C) y la de los microorganismos que
fermentan (27 °C a 37 °C) no coinciden, por lo que contar con microorganismos termotolerantes
permitiria resolver esta limitante (Caspeta y Nielsen, 2015). Por otro lado, el empleo de técnicas
de evolucién adaptativa ha permitido el desarrollo de microrganismos que son capaces de crecer a
la temperatura requerida para la hidrolisis enzimatica y al mismo tiempo la eficientemente
fermentacion de &cido lactico (Anuradha et al., 1999; John et al, 2009). Con el propdsito de evitar
el incremento en costos de produccion de acido lactico a partir de materia lignocelulésica, es
preferible que los microorganismos cumplan ciertos requisitos, tales como: que fermenten de

manera rapida, consuman diferentes fuentes de carbono con adiciones minimas de nutrientes
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nitrogenados, valores reducidos de pH, y la menor formacion de subproductos (Narayananm et al.

2004).

3.6. Escherichia coli lactogénica
Un organismo que cumple con los requerimientos antes mencionados para la fermentacion de
acido lactico a partir de biomasa lignocelulosica es Escherichia coli (Orencio-Trejo et al., 2010;
Utrilla et al., 2016; Martinez et al., 2017). El amplio conocimiento fisioldgico, genético,
metabdlico y molecular, asi como la facil manipulacién y rapido crecimiento, son cualidades que
han puesto a E. coli en el centro de la investigacion en diferentes areas cientificas (Blount, 2015).
La ingenieria de vias metabdlicas, mediante técnicas de ingenieria genéticay ADN
recombinante, ha permitido someter a E. coli a diversas modificaciones con el objetivo de
mejorar su capacidad como biocatalizador empleado a nivel industrial (Balbas, 2002; Martinez y
Gosset, 2007). Existen cepas de E. coli capaces de crecer bajo condiciones tanto aerobias, como
anaerobicas, por lo que en condiciones anaerobias (fermentativas) pueden transformar sustratos
de carbono como hexosas y pentosas a diferentes productos quimicos, entre ellos el acido lactico
(Orencio-Trejo et al. 2010; Martinez et al., 2017). A pesar de que E. coli produce &acido lactico
bajo condiciones simples, se le han hecho modificaciones para obtener una via
homofermentativa y asi tener como producto L o D — lactico, evitando la formacion de
subproductos que compitan por el flujo de piruvato. Se ha demostrado que la eliminacién de
genes pfl, adh, frd que codifican para las enzimas piruvato formiato liasa, alcohol deshidrogenasa
y fumarato reductasa, respectivamente, permite mejoran el flujo de piruvato hacia la formacion
de 4cido lactico, mientras que la sobre expresion de IdhL o IdhA (lactato deshidrogenasas) seran
importantes para la fermentacion de L o D — acido lactico (Martinez et al., 2017; Orencio-Trejo

etal., 2010).
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Ademas de la capacidad para producir tanto L como D — acido lactico en medios de cultivo
simples, E. coli puede transformar jarabes obtenidos de hidrolizados lignoceluldsicos, ya que en
comparacion con otros microrganismos, esta bacteria puede consumir los diferentes
monosacaridos presentes, principalmente los que se encuentran en mayor abundancia como lo
son glucosa y xilosa (Martinez et al., 2017). Se ha demostrado que E. coli es capaz de
internalizar los azUcares a través de transportadores especificos e inespecificos presentes en la
membrana y que juegan un papel importante en el crecimiento, desarrollo y funcionalidad del
organismo (Rios, 2019). El sistema de transporte de fosfotransferasa (PTS por sus siglas en
inglés), se ha reportado como principal transportador de glucosa en E. coli, ademas de regular el
fendmeno de represion catabdlica (Aguilar et al., 2012). Por otro lado, existen otros
transportadores que permiten la internalizacion de otras fuentes de carbono. En el caso especifico
del transporte de xilosa involucra un transportador de tipo ABC, denominado XylFGH. No
obstante, a diferencia del transporte de glucosa se invierte un mayor gasto energético, invirtiendo
una molécula méas de ATP. Por ello, los investigadores se han centrado en aumentar la
disponibilidad energética durante el crecimiento y fermentacion cuando se emplea xilosa como
fuente de carbono. La eliminacion del operén xylFGH aunado a una estrategia de evolucion
adaptativa en laboratorio han permitido que E. coli. sea capaz de consumir xilosa de manera

eficiente y sin comprometer un mayor gasto energético (Utrilla, 2010; Martinez et al., 2017).

Las modificaciones por IVM en E. coli han permitido un desempefio positivo en la produccion
de 4cido lactico a partir de hidrolizados lignocelul6sicos. Sin embargo, al querer llevar a cabo la
SSF se ve aun limitado, ya que las condiciones 6ptimas de cultivo de este organismo son de

37°Cy pH 7. La evolucién adaptativa se ha empleado como herramienta de la IVM con el
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objetivo de superar limitaciones de crecimiento, en este caso; la temperatura (Orencio-Trejo et

al., 2010; Martinez et al., 2017).

3.7. Evolucién adaptativa en laboratorio (ALE)
La evolucion de los organismos vivos es la consecuencia de dos procesos. Primero, la evolucion
depende de la variabilidad genética generada por las mutaciones que surgen continuamente en las
poblaciones. Y segundo, también depende de los cambios dentro de estas poblaciones a lo largo
del tiempo. Durante afios, los bidlogos se han interesado en observar la dindmica evolutiva
directamente. Sin embargo, la biologia evolutiva ha estado dominada por estudios descriptivos,
tedricos y comparativos, siendo susceptible al estudio directo. EI empleo de otras disciplinas de la
biologia y nuevas tecnologias experimentales han dado paso al desarrollo de la evolucion
experimental, la cual se basa en la observacion y estudio directos de la dinamica evolutiva en
tiempo “real”, con el propdsito de comprender la adaptacion, estimar parametros evolutivos y
probar hipotesis evolutivas (Elena & Lenski, 2003; Buckling et al., 2009; Conrad et al. 2011;
Kawecki et al., 2012; Barrick & Lenski, 2013). Los estudios de evolucion experimental se han
llevado a cabo en una amplia gama taxondmica de organismos enfocandose especialmente en
microorganismos como Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae (Bennett & Hughes, 2009;
Elena & Lenski, 2003). Altas tasas de crecimiento, tiempos de generacidn cortos, gran tamafio de
la poblacion, facil control y manipulacion, capacidad de almacenar los clones ancestrales, son
virtudes ideales para que los microorganismos sean utilizados ampliamente en estudios de
evolucion experimental (Elena & Lenski, 2003; Bennett & Hughes, 2009;). Aunque el enfoque de
la evolucién experimental se ha dirigido principalmente a estudios bioldgicos, para obtener
informacion sobre mecanismos béasicos de evolucion, también se ha convertido en una herramienta

para satisfacer y mejorar necesidades biotecnolégicas (LaCroix et al., 2017; Sandberg et al., 2019).
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La evolucion adaptativa en laboratorio (ALE por sus siglas en inglés) consiste en someter a una
poblacién de organismos a un entorno deseado (presion de seleccion) durante periodos de tiempo
prolongados, y permitir que la seleccidn natural aumente la aptitud general de la poblacion a través
de generaciones en condiciones de laboratorio (Conrad et al, 2011; Dragosits & Mattanovich,
2013; LaCroix etal., 2017). ALE como estrategia en la ingenieria de vias metabdlicas ha permitido
el desarrollo y mejoramiento de microorganismos con caracteristicas o requerimientos deseados.
Por ejemplo: activacion de vias latentes, utilizacion o produccion de sustratos no nativos,
mejoramiento del consumo de sustratos, como fuentes de carbono, aumento de la tasa de
crecimiento y titulos de produccion, adaptacién a diferentes condiciones ambientales y tolerancia

al estrés que ocurre en algun proceso industrial (Portnoy et al, 2011).

De manera general los experimentos de ALE no se encuentran estandarizados, por lo que es
importante considerar cuidadosamente una metodologia de acuerdo con las necesidades
requeridas, el tiempo a disponer y el microorganismo a someter a la dindmica de evolucion
(LaCroix et al., 2017). Una de las técnicas mas empleadas es la adaptacion en quimiostato (una
variante de cultivo continuo) (Figura 3a), la cual consiste en un cultivo en donde las células
inicialmente experimentan condiciones ricas en nutrientes, a medida que incrementa la poblacion,
los nutrientes disminuyen continuamente hasta que finalmente se agotan, lo que lleva al cultivo a
un estado de crecimiento estable, con una velocidad especifica constante, pudiéndose mantener en
las mismas conficiones ambientales por largos periodos de tiempo, favoreciendo en tiempos cortos
la aparicidon de mutaciones en la poblacién. Otra técnica es la adaptacidn en cultivo por lotes con
pases seriados (Figura 3b), en donde se propaga una alicuota del cultivo a otro de manera continua
en intervalos regulares (generalmente diario) (Dragosits & Mattanovich, 2013; LaCroix et al.,

2015).
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En ambos escenarios se busca incrementar la aptitud fisica deseada. Sin embargo, el éxito de los
experimentos dependera de la ventaja que otorguen las mutaciones, las cuales estaran sujetas a la
presion de seleccion impuestas (una condicién ambiental o nutrimental), por lo cual es importante
determinar el tamafio de pase de cultivo, cantidad de células propagadas al siguiente cultivo, la
fase de crecimiento durante la que se realizara la transferencia y factores que intervengan durante

operacion (Wiser & Lenski, 2015; LaCroix et al., 2017).

Durante los cultivos en modo quimiostato, la tasa de crecimiento se mantiene constante por la
limitacion de nutrientes y las células pueden mostrar compensaciones de crecimiento en
condiciones no limitantes y viceversa (Conrad et al., 2011; Barrick & Lenski, 2013; Dragosits &
Mattanovich, 2013; LaCroix et al., 2017). El cultivo discontinuo tiene ciertas deficiencias, como:
densidad de poblacion y tasa de crecimiento variables, suministro de nutrientes y condiciones
ambientales fluctuantes, como el pH ambiental y el oxigeno disuelto, siendo inconvenientes para
los costos de operacion. En contraste, el cultivo por lotes seriales, el pasaje es estrictamente en la
fase exponencial, donde la escala de tiempo se vuelve restrictiva y hay un pequefio lapso para
dividir en alicuotas el cultivo y propagarlo antes de alcanzar la fase estacionaria. Por tales razones
el tamafio del pase dependera del tiempo del experimentador y la aptitud fisica sera equivalente a
la tasa de crecimiento. Asi mismo, tiene la ventaja de ser facil de configurar y utilizar, ademas de
controlar diversos factores como la temperatura, homogeneidad del cultivo y relativamente bajos
costos de operacion, volviendo a la adaptacién de cultivo por lotes la mas empleada para
necesidades biotecnolégicas (Dragosits & Mattanovich, 2013; LaCroix et al., 2017; Sandberg et

al., 2019).
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Figura 3. Dos técnicas de ALE: A) Cultivo en quimiostato: los nutrientes son limitados y se alcanza una fase estable,
la cual puede ser mantenida por largos periodos de tiempo. B) Cultivo serial en lotes: las transferencias se realizan en
la fase exponencial en un rango de tiempo definido (Barrick et al., 2009; Sandberg et al., 2019).

Dada la velocidad con la que pueden surgir y repararse mutaciones beneficiosas, es seguro que se
obtengan relativamente rapido microrganismos “evolucionados adaptativamente”, dependiendo
del entorno al cual se somete a las células, y a la vez, asociar los cambios fenotipicos a dicho

entorno (Palsson, 2015; Sandberg et al., 2019).

A pesar de la aparente simplicidad de la evolucion de laboratorio, existen factores que afectan los
resultados de los experimentos de evolucion. Factores como el tamafio de la poblacion, la tasa de
mutacion, presién y métodos de seleccion, y la frecuencia de mutaciones beneficiosas determinan
la estructura de la poblacion durante la evolucidn y pueden dar lugar a estructuras poblacionales
complejas como resultado de la interferencia clonal, un fendmeno en el que los mutantes
beneficiosos compiten dentro de una poblacién. Por lo que es necesario que ademas de determinar
la metodologia que conduzca a la mejora de la aptitud fisica en el organismo, los experimentos de
ALE se complementen con tecnologias como la secuenciacion genémica para facilitar el proceso
de encontrar y analizar las mutaciones ocurridas durante la dindmica. Ademas de comprender los
cambios genéticos es importante la caracterizacion con otras herramientas moleculares (OMICAS)
con el proposito de comprender la mecanica de las mutaciones durante ALE (Portnoy, Bezdan et

al., 2011; Dragosits y Mattanovich, 2013; LaCroix et al., 2017).
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IV. Antecedentes

4.1. Escherichia coli JU15*

El laboratorio de ingenieria de vias metabdlicas del Instituto de Biotecnologia — UNAM se ha
enfocado en la modificacion de organismos a traves de sus reacciones bioguimicas (metabolismo),
con el proposito de mejorar sus propiedades celulares y frecuente dirigirlo a la produccion de algun

compuesto de interés industrial, como es el acido lactico.

E. coli JU15* es una cepa generada por el Dr. José Utrilla Carreri, con la finalidad de obtener una
via homofermentativa de acido D-lactico. Se partié de una cepa silvestre MG1655, a la cual se
inactivaron los genes: pfIB que codifica para la enzima Pfl (piruvato formato liasa), frdA que
codifica para Frd (fumarato reductasa) y adhE que codifica para Adh (alcohol deshidrogenasa).
Posteriormente al saber que el consumo de xilosa implica un mayor gasto de energia, se elimin6
el operon xylFGH, para después realizar un proceso de evolucion adaptativa y lograr un consumo
relativamente rapido de xilosa, que ademas implicara un menor gasto energético. Como resultado,
se obtuvo la cepa lactogénica JU15 (Figura 4). Finalmente se realiz6 una secuenciacion gendémica
comparativa con la cepa no evolucionada, donde se mostré que JU15 evolucionada habria perdido
una region 27.4 kb y una mutacion en el gen gatC que provoca el cambio de una serina por una
leucina en el aminoéacido 183 de la proteina GatC (constituida por 451 aminoéacidos) (Utrilla,
2010). Por otro lado, la cepa JU15 ha sido empleada para la produccién de acido D — lactico a
partir de residuos lignocelulosicos, con un maximo tedrico cercano al 90% en condiciones de 37°C
yaun pHde 7 (Utrillaet al. 2016). Dichas condiciones no coinciden con las condiciones requeridas

para la SSF.
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En 2019 el M. en C. Tlakaelel Rios Hernandez, elimind el casete de resistencia a kanamicina que
sustituia el operon xyIFGH mediante transduccion por fagos, por lo que se denomind a la cepa

JU15* (Rios Hernandez, 2019).
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Figura 4. Metabolismo de Escherichia coli JU15 (Adaptado de Sierra, 2011).

4.2. Efecto de la temperatura y termotolerancia en Escherichia coli

La temperatura es un factor abidtico importante para todos los organismos, ya que han
evolucionado para crecer en un rango de temperatura dado. Un pequefio cambio puede afectar
considerablemente su desarrollo, causando dafios a la estructura celular y al metabolismo. Por ello,
los organismos han desarrollado estrategias que ayudan a contender con los dafios causados y asi
mismo adaptarse al ambiente al que se les ha sometido (Richter et al., 2010; Ezemaduka et al.,

2014).

En E. coli el mecanismo mas estudiado y que funciona como respuesta al calor inducido, es
Ilamado respuesta al choque térmico (HSR por sus siglas en inglés) (Yura et al, 1993; Chung et

al., 2006). En incrementos alrededor de 42°C la respuesta a choque térmico esta regulada a nivel
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transcripcional por el factor o ¥, codificado por el gen rpoH, representado por cinco regiones
promotoras (P1, P2, P3, P4, P5), dependientes de los factores transcripcionales ¢7°, o2%, o38,
o°>* y ocurre particularmente en el citoplasma (Arséne et al., 2000; Richter et al., 2010). El factor
o 32dirige la transcripcion de la ARN polimerasa, que normalmente es inestable de los promotores
de choque térmico y, por lo tanto, da resultado a la induccién de proteinas de choque térmico (HSP
por sus siglas en inglés). Estas incluyen proteinas chaperonas y proteasas en su mayoria
dependientes de ATP, lo cual favorece la homeostasis proteica en dichas condiciones de estrés.
Las HSP se comportan principalmente como chaperonas moleculares que se unen y estabilizan a
polipéptidos exdgenos, los cuales se generan en la sintesis de proteinas o por desnaturalizacion por
calor de proteinas existentes, modulando su plegamiento y ensamblaje adecuado. Las chaperonas
moleculares incluyen principalmente a los sistemas DnaK (Hsp70) (DnaK, Dnal y GrpE) y GroE

(Hsp60) (GroEL y GroES) (Arséne et al., 2000).

Por otra parte, también se encuentran proteasas, cuya funcién es importante en la digestion y
eliminacién de polipéptidos dafiados por calor y que no fueron rescatados por la actividad de las
chaperonas. A su vez, estas chaperonas contribuyen a llevar a cabo la sintesis de acidos nucleicos,
divisién celular y motilidad en condiciones normales y de estrés (Arséne et al., 2000; Chung et al.,
2006). Ademas de la actividad mediada por ¢ ¥, el regulén o E (62%) también es importante para la
proteccion de la célula contra el dafio por calor severo e induce a otras HSP esenciales para el
crecimiento a mayores temperaturas y estan involucrados en diversos procesos celulares, tales
como la sintesis de la pared celular, la division celular, crecimiento celular y la replicacion de

ADN plasmidico (Chung et al., 2006; Roncarati y Scarlato, 2017).

Aunque las respuestas de E.coli a temperaturas elevadas se han investigado en gran medida, los

estudios se han centrado principalmente a la HSR que sucede alredor de 42 °C durante un choque
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térmico. No obstante, en los ultimos afios se han investigado los mecanismos involucrados en la
termotolerancia. La termotolerancia se describe como la capacidad de contender el estrés termico
y Yy mantener la autopropagacion a temperaturas superiores a la optima (Guyot et al., 2010). Al
comprender el mecanismo que desarrolla E. coli en respuesta al estrés termico se ha podido
explorar su naturaleza, demostrando que la tolerancia esta relacionada con algunas proteinas que

se expresan durante las etapas de choque térmico (VanBogelen et al., 1987).

A temperaturas mayores de 42°C, por ejemplo, a 43°C se ha demostrado que 384 genes estan
regulados durante la exposicion al choque térmico (Gunasekera et al., 2008). Por otro lado
Mordukhova y Pan (2014) demostraron que el crecimiento de E.coli a 44 °C se ve comprometido,
ya que es la temperatura maxima para el plegamiento de la proteina de choque térmico MetA
(homoserina- o-succiniltransferasa), mientras que sugiere que con la suplementacion de metionina
al medio, E. coli podria crecer hasta 45 °C. Van Derlinden y colaboradores (2007) determinaron
que la temperatura maxima para el crecimiento de E. coli es 46 °C debido a la desestabilizacion
de las proteinas, y el cual se podria mejorar con de la implementacion de un medio de cultivo

apropiado, sugiriendo la utilizacion de un medio rico.

Murata y coloaboradores (2011) investigaron el mecanismo molecular durante una temperatura
alta critica (CHT por sus siglas en inglés), que consistio en la exposicion a 47°C y en donde se
identificaron 71 genes denominados “genes termotolerantes”, los cuales tenian la funcion de
regulacion, homeostasis proteica, metabolismo de lipidos y transcripcion. Méas adelante Murata y
colaboradores (2018) realizaron la actualizacion del estudio previo, donde incluyeron a 21 genes
termotolerantes mas, obteniendo un total de 72 genes, los cuales fueron clasificados en 8 grupos.

La tabla de esta clasificacion esta incluida en la seccion de anexos (Apéndice 1).
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Si bien, el limite térmico superior de supervivencia de una bacteria (o limite superior del nicho
térmico), se define como la temperatura maxima a la que las células sobrevivieron, pero no
crecieron, mientras que el limite térmico superior del crecimiento celular se define como la
temperatura maxima a la que las células aumentaron en numero con el tiempo. Por lo tanto, estos
parametros dependeran del nudmero de generaciones (Guyot et al., 2014). Se han realizados
investigaciones donde se establece que el limite superior de supervivencia de E. coli es 45.6 °C, y
la temperatura optima 37 °C (Mettler, 2005). Sin embargo, Rudolph y colaboradores (2010)
obtuvieron una cepa capaz de crecer a 48.6°C después de la propagacion y 600 generaciones donde
se informd la sobrexpresion de la chaperona citoplasmatica GroEL/GroES. Por otro lado,
Ezemaduka y colaboradores (2014), expresaron heter6logamente una proteina del nematodo
Caenorhabditis elegans, obteniendo una cepa de Escherichia coli capaz de crecer a 50 °C, siento

la temperatura maxima reportada a la fecha para el crecimiento de esta bacteria.

Sin embargo, en los estudios descritos en el parrafo anterior, excepto el de Rudolph y
colaboradores (2010) y Ezemaduka y colaboradores (2014), no permitieron que las células
sobrevivieran permanentemente a las temperaturas que se sometieron, sino que el enfoque esta en
caracterizar la expresion durante la exposicion al choque térmico al que se someten. Comprender
el mecanismo que desarrolla E. coli en respuesta a al estrés temperaturas criticas permite explorar
la naturaleza de la relacion del fenotipo termotolerante respecto al genotipo, estos estudios pueden
ser complementados con los principios de evolucion adaptativa en laboratorio y al mismo tiempo

implementar su aplicacion biotecnolédgica (Rodrigues y Rodrigues, 2018).
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4.3. Evolucion adaptativa en laboratorio térmica: termotolerancia

Tanto en ambientes naturales, como en procesos biotecnoldgicos los microrganismos se enfrentan
a cambios en las condiciones ambientales uno de ellos, la temperatura. Aunque sigue siendo un
enigma como es que llevan a cabo los mecanismos para adquirir la termotolerancia, E. coli ha sido
usado como modelo bioldgico para evaluar las respuestas evolutivas al estres térmico (Riehle et
al, 2001). Como se mencion0 anteriormente, los experimentos de evolucion adaptiva en laboratorio
permiten obtener microrganismos con fenotipos deseados y a su vez, comprender a nivel bioldgico
que llevd a esas nuevas caracteristicas. ALE con enfoques de choques térmicos se ha enfocado
particularmente al cambio transitorio o a temperaturas prolongadas, en vez de aumentar y mantener
de forma constante la temperatura (Bennett y Lenski, 2007; Lenski, et al, 1991; Travisano &

Lenski, 1996).

En estudios previos, se ha demostrado que durante la aclimatacion de E. coli a temperaturas
superiores a su limite térmico, se induce una disminucion de crecimiento. Sin embargo, la
exposicion a cambios ambientales a corto plazo, los organismos pueden aclimatarse, que, a
diferencia de la adaptacién, la aclimatacion no implica ninguna respuesta genética o fenotipica, es
decir, los cambios son reversibles. Se ha propuesto que para evitar este fendmeno es importante
mantener el estrés hasta que el proceso de aclimatacion logre convertirse en un proceso de
adaptacion y los cambios en el fenotipo logren persistir. Esto puede lograrse bajo el calentamiento
progresivo, 0 sea incrementando la temperatura una vez que se haya recuperado la tasa de

crecimiento.
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V. Justificacion

Entre los materiales de mayor potencial para lograr desplazar a los polimeros sintéticos, se
encuentra el PLA, el cual se produce a partir de D y L - &cido lactico dpticamente puros, que a su
vez pueden ser sintetizados por E. coli de manera eficiente y econdmica. Sin embargo, la
produccién de acido D-LActico a escala industrial mediante el uso de este organismo, adn se ve
limitada debido a los retos que existen en los procesos que se llevan a cabo para aprovechar los
materiales lignoceluldsicos, como lo es la sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF). Puesto
que este proceso aun no esta totalmente acoplado entre las celulasas y los microrganismos
lactogénicos, ya que la fase de hidrolisis enzimatica se desarrolla a temperaturas entre 45 °C y 50
°C, mientras que E. coli presenta una temperatura optima de crecimiento de 37 °C. Por lo que es
deseable contar con cepas de esta bacteria que sean capaces de realizar el proceso de SSF a las
temperaturas entre 45 °C y 50 °C manteniendo su capacidad de fermentar eficientemente glucosa

en acido lactico.
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VI. Hipotesis

Mediante evolucion adaptativa en laboratorio se obtendran variantes de la cepa E. coli JU15*
capaces de crecer a temperaturas mayores de 43 °C, asi como de metabolizar glucosa con altos
rendimientos de conversion en D-lactato en medio mineral, pH controlado y condiciones sin

aireacion.
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VII.

Objetivos

7.1. Objetivo general

Obtener y caracterizar variantes de la cepa D-lactogenica de Escherichia coli JU15*, con

capacidad de crecer y producir D-lactato eficientemente a temperaturas mayores a 43 °C.

7.2. Objetivos especificos

Generar variantes de la cepa JU15*, mediante el proceso de evolucion adaptativa, capaces de
crecer en temperaturas de 45 °C en medio mineral minimo - glucosa, pH controlado y sin
aireacion.

Seleccionar y evaluar el desempefio de las variantes obtenidas a temperatura elevada:
crecimiento celular, velocidad de crecimiento, consumo de glucosa y produccion de &cido
lactico, a temperatura de referencia (37 °C) y 45 °C. Comparar los resultados con la cepa
progenitora JU15*.

Realizar una segunda etapa de evolucion adaptativa a partir de la variante seleccionada a 45
°C, buscando obtener mutantes crezcan a temperaturas mayores a 45 °C, y de preferencia a 50
°C.

Seleccionar y evaluar la segunda variante obtenida a temperatura elevada (> 45 °C):
crecimiento celular, velocidad de crecimiento, consumo de glucosa y produccion de acido
lactico, a temperatura de referencia (37 °C) y 45 °C. Comparar los resultados con la cepa

progenitora JU15* y la primera variante seleccionada.
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VIIl. Materiales y métodos

8.1. Microorganismos

Tabla 2. Microrganismos utilizados en este proyecto.

Cepa

Genotipo

Referencia

MG1655: ApflB, AfrdA AadhA

JU15 AXyIFGH, kmR Areg 27.3kpb (Utrilla, 2010)
gatCS184L

JU15* JU15* km sensible (Rios, 2019)
JU15* evolucionada a diferentes

ECL45 temperaturas hasta 45 °C Este trabajo

ECLA47 ECLA45 evolucionada hasta 47 °C Este trabajo

En el presente trabajo se utilizo de referencia la cepa lactogénica de E. coli JU15*, la cual fue

modificada previamente por ingenieria de vias metabodlicas, para una 6ptima produccion de acido

D-LAéctico. Esta cepa se ha descrito detalladamente en la seccidn de antecedentes.

8.2. Obtencion de cepas termotolerantes mediante evolucion adaptativa en laboratorio

8.2.1. Medio de cultivo y condiciones para la evolucion adaptativa en laboratorio

8.2.1.1.

Medio de cultivo
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El medio de cultivo empleado fue medio mineral AM1 (Martinez et al., 2007), compuesto por:
(NH4)2HPO4 (2.63 g/L), NH4H2PO4 (0.87 g/L), MgSO4-7H20 (1.5 mM), solucién de elementos

traza (1.5 mL/L), KCI (2.0 mM) y betaina (1.0 mM).

8.2.1.2. Condiciones en minifermentadores
Los cultivos se realizaron en minifermentadores (fleaker) de 300 mL (Figura 5A), con un volumen
de trabajo de 200 mL de medio mineral AM1, suplementado con glucosa (40 g/L) como Unica
fuente de carbono, citrato de sodio (0.1 g/L) (y medio Luria-Bertani 1% a partir de de los
experimentos de evolucion por arriba de los 43°C). Las condiciones fueron: 150 rpm de agitacion,
sin aireacion, pH 7.0, controlado por la adicion automética de una solucion de KOH 2N a través
de una torre de control (Figura 5B). La temperatura se incrementé gradualmenteen2 °,1°,y 0.5

°C mediante un termo circulador (Figura 5C).

A) B) C)

Toma de muestra

N\

Adicion de KOH
— lermocirculador

Electrodo ——— Tina de agua

Agitador -

magnético Parrilla de agitacion

magnética

Figura 5. Equipo empleado durante ALE: A) Minifermentador de 300 mL adaptado para la adicién de base, entrada
de electrodo y toma de muestra; B) Torre de control de pH y C) Tina de agua y termocirculador para el control de
temperatura (Sierra, 2011).

8.3. Recuperacion de la cepa JU15* e inicio de la evolucién adaptativa
A partir de un vial de células congeladas en glicerol al 40% de la cepa JU15* (Rios Hernandez

2019), se tomo una fraccion y se sembré por cuadrantes en cajas Petri conteniendo medio Luria-
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Bertani — agar, posteriormente fueron incubadas durante una noche a 37°C. Al mostrar crecimiento
se tomd una colonia del cultivo y fue inoculada en 5 mL de LB contenido en un tubo de ensayo de
16x150. Una vez que el medio presentd turbidez, se inoculd en un minifermentador con medio
mineral AM1 suplementado con glucosa (40g/L) y citrato de sodio (0.1 g/L) a de 37°C (Figura

6), dando inicio a la evolucién adaptativa en laboratorio.

LB

Goe | — @) | |ES) - 2\ - ||~ ﬂ
-70°C — <

37°C ON

Figura 6. Tren de pasos para la recuperacion de la cepa JU15*

8.4. Pases durante la evolucion adaptativa en laboratorio y preparacion

Durante la evolucion adaptativa en laboratorio los pases se realizaron cuando el cultivo alcanzd la
fase exponencial, se tomd una alicuota del medio actual, se centrifugé a 6000 rpm a temperatura
ambiente por 10 minutos, se desechd el sobrenadante y se resuspendio el boton celular a un fleaker

con medio fresco AM1 (0.05a 0.1 D. 0.400nm )-

La temperatura se incremento una vez que el cultivo alcanzara una velocidad de crecimiento fuera
cercana a la de la cepa de partida (JU15*). En cada incremento de temperatura se realiz6 el mismo
procedimiento que en el pasaje, solo que, en este procedimiento se tomaron 0.8 mL de la muestra
y se mezclo en crioviales (mediante agitacion con vortex) con 0.8 mL de glicerol al 80% (Figura

7). Los crioviales fueron resguardados a -70°C para la seleccion y evaluacion.
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Figura 7. Tren de pasos para llevar a cabo las transferencias durante ALE y preparacion de crioviales.

8.5. Seleccion y evaluacion de las variantes termotolerantes

A partir del Gltimo glicerol de la temperatura a evaluar (37°C, 45°C), se tomo una fraccion
congelada y se estri6 en cajas Petri con medio AM1 suplementado con de glucosa (2 g/L), citrato
de sodio (0.06 g/L) y 0.06% de medio LB. La incubacién fue de 24 y 48 horas, a una temperatura
37 °C en la evaluacion a la misma temperatura, mientras que a 45 °C fue inferior a 2°C. Una vez
que crecieron, se seleccionaron las colonias que presentaran una morfologia de mayor tamafio en

menor tiempo (Figura 8).

Mayor tamaro q\
Menor tamafio \

Figura 8. Determinacion morfoldgica de las colonias a seleccionar.

8.5.1. Preparacion de cultivo para el preinéculo
Para la elaboracion del preinoculo se inocularon las colonias seleccionadas en 5 mL de medio LB

suplementado con glucosa (2 g/L) en tubos de ensayo de 16x150. La temperatura de incubacion
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37 °C para la evaluacion a 37 °C y de 44 °C para la evaluacion de 45 °C y a 300 rpm hasta mostrar

saturacion celular.

8.5.2. Preparacion de cultivo para inéculo
A partir del preindculo que mostré mayor crecimiento en menor tiempo, se hizo la transferencia a
un fleaker con 200 mL de medio mineral AM1 suplementado con glucosa (40 g/L), citrato de sodio
(0.1 g/L) y medio LB (1%) a la temperatura a evaluar y con agitacion a 150 rpm. El inocul6
permanecio en incubacién hasta alcanzar la fase exponencial. Posteriormente, se centrifug6é una
fraccion del volumen del inoculo a 6000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente, el
sobrenadante fue desechado y el boton de células resuspendido en medio mineral AM1 fresco en

el cual se llevaria a cabo el cultivo para la fermentacion.

8.5.3. Preparacion de cultivo para la fermentacion
Los cultivos para la produccion de &cido D-l4ctico se iniciaron a una concentracion celular cercana
a 0.037 g/L (0.1 D. O.g99nm ) €n medio mineral AM1 suplementado con glucosa (40 g/L), citrato
de sodio (0.1 g/L) y medio LB (1%). El tiempo de las fermentaciones fueron de 24 a 30 h, bajo las
condiciones antes utilizadas durante la evolucion adaptativa en laboratorio, la Gnica variante fue
la temperatura de evaluacion (37 °C y 45 °C). Se tomaron muestras cada 2 h las primeras 14 hy
posteriormente a las 24 y 30 h. Al mismo tiempo que se tomd la muestra, se midié la D.O. y se
tomd 1.5 mL del cultivo, se centrifugd a 14,000 rpm por 5 minutos. El sobrenadante de la muestra

centrifugada fue congelado a -20 °C para su analisis.
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8.6. Métodos analiticos

8.6.1. Cuantificacion de la biomasa
La concentracion celular de los cultivos se cuantificé como densidad Optica a una longitud de onda
de 600 nm usando un espectrofotometro de marca Thermo Scientific (modelo Genesys 10S UV-

VIS). Se realiz6 una conversion a peso seco, donde 1D. 0. 440 nm fue equivalente a 0.37g DCW/L.

8.6.2. Cuantificacion de la glucosa y &cido lactico
La cuantificacion glucosa y &cido lactico, fue por medio de cromatografia de liquidos de alta
resolucién y usando la columna Aminex HPX-87H (Bio-Rad). Las condiciones de corrida fueron
de 60 °C de temperatura y un flujo de 0.5 mL/min con fase mévil 5 mM de &cido sulfdrico. La
deteccion de los compuestos fue de manera simultdnea con un detector de arreglo de diodos
(Waters 996) y un detector de indice de refraccion (Waters 410). La determinacion se realizo
mediante la comparacion de las areas bajo la curva de los analitos y los estandares, éstos ultimos
a diferentes concentraciones. Para el analisis y procesamiento de los cromatogramas se utilizo el
software Empower 2. Los sobrenadantes, antes de ser analizados, fueron diluidos (1:5) en fase

movil y filtrados en membranas de 0.45 pm.

8.6.3. Medicion de los parametros cinéticos y estequiométricos

e Factor de dilucion (Fd)

Los valores obtenidos de biomasa, glucosa y &cido lactico se corrigieron por el volumen agregado
de KOH para neutralizar el pH del medio (Vs) y el volumen inicial de trabajo (Vi) al tiempo (t;)

en el que se tomo la muestra.

Vi+Vb
Vi

thi =

Con el valor de Fd se corregir los datos de cada muestra:
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Concentracion de biomasa = Biomasa (g/L-1)i * Fdi

Concentracion de aztcar = Glucosa (g/L-1)s * Fdyi

Concentracion de producto = Acido lactico (g/L-1)i * Fdii
e Velocidad especifica de crecimiento ()

Con base al crecimiento exponencial de la bacteria, se graficd el logaritmo natural de los datos de
crecimiento contra el tiempo, se realizd una regresion lineal con los datos correspondientes a las a
la fase exponencial (generalmente de las 0 a 14 h del cultivo), la pendiente de esta regresion

corresponde a la velocidad especifica de crecimiento.

e Rendimientos

Los rendimientos fueron calculados para el periodo correspondiente a la fase exponencial

(generalmente de 0 a 14 h), y a nivel global a las 24 h para todo el proceso, de la siguiente manera:
max = Biomasa maxima producida a las 24 h

__gdeacido lactico generado
Pls ~ g de glucosa consumida

_ g de biomasa producida
s T g de glucosa consumida

g de acido lactico generado
Pl ~ g de biomasa maxima producida

e Velocidades especificas
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Las velocidades especificas de consumo de sustrato y produccion de acido D-lactico fueron

calculadas para el periodo exponencial de la siguiente manera:

Qs =

wrsd ®

P
Pp=Y_* ]

e Productividad volumétrica de lactato (Qp)

La productividad volumétrica de lactato fue calculada como el lactato neto producido en la

fermentacion, dividido por el tiempo total de la fermentacion.

_g/Ldeacido lactico obtenido
Q= t(h) total del cultivo

Calculo del numero de generaciones durante la evolucion adaptativa

En cada pase se determino el nimero de generaciones (n). Tomando en cuenta la densidad optica
final (N) y la densidad con la que se comenz0 el cultivo (N;) se calcularon de la siguiente manera

(Lee etal., 2011)

_ log ()
"~ log(2)
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IX. Resultados y discusion

9.1. Evolucion adaptativa en laboratorio en la cepa JU15*

Debido a que no se sabia con certeza la temperatura maxima de crecimiento de la cepa JU15%*,
pero si que su temperatura optima de crecimiento (37 °C), se sometio a un proceso de evolucion
adaptativa en laboratorio con el fin de que crecer y desarrollar sus funciones por encima de la

temperatura limite reportada para cepas derivadas de E. coli K12.

En primer lugar, fue importante determinar la metodologia a emplear durante la evolucion
adaptativa en laboratorio. Al no haber una estandarizacion de los experimentos de ALE, pero si
sugerencias de técnicas que nos permitan llevar a cabo la obtencion de cepas termotolerantes, se
opto6 por la adaptacion en cultivo en lote seriados, en donde la fase exponencial jugaria el papel
principal, ya que de acuerdo con diferentes autores la alteracion fenotipica como las altas
temperaturas, esta vinculada a la tasa de crecimiento, por ello, las transferencias Gnicamente se
realizaron durante la fase exponencial (Blaby et al., 2012; Dragosits y Mattanovich, 2013). Por lo
tanto, la dindmica de ALE se llevo a cabo en minifermentadores con medio mineral AM1
suplementado con 40 g/L de glucosay 0.1 g/L de citrato de sodio. Es importante considerar que la
aptitud fisica de las células bajo un estrés tiende a reducirse, como resultado de un desequilibrio
de cofactores, equivalentes redox o ajustes en la regulacion a nivel de genes o proteinas (Portnoy
et al. 2008). Esto podria evitarse con la suplementacion de nutrientes requeridos, como se
menciono con anterioridad, Van Derlinden y colaboradores (2007) sugieren que la limitacion de
crecimiento por temperatura podria mejorar con la ayuda de un medio de cultivo que aporte los
requerimientos necesarios para que el organismo crezca. Sin embargo, es importante considerar

que, en procesos biotecnologicos, es importante evitar los altos requerimientos nutricionales para
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evitar altos costos tanto de medios de cultivo, como al momento de purificar el producto de interés,

en este caso acido lactico. Finalmente, el medio a partir de 45 °C fue suplementado con 1% de LB.

9.2. Obtencion de cepas termotolerantes

El periodo de evolucion adaptativa fue dividido en dos etapas. La primera consistio en obtener
variantes de la cepa JU15* que fueran capaces de crecer hasta 45 °C y fermentar glucosa a acido
D-lactico, en condiciones de sin aireacion, pH neutro y medio mineral minimo. Una vez que se
obtuvieron las variantes, se seleccion6 y evalu6é a la que se consideré6 mejor adaptada para
continuar con la segunda etapa. La cepa obtenida fue nombrada ECL45. Durante la segunda fase
la temperatura elevada comprometio el crecimiento celular, por lo que la temperatura maxima a la
que crecio fue 47 °C. De la misma manera fue seleccionada y evaluada la variante mejor adaptada,
denomindndola ECL47. Durante los pases se considerd: crecimiento celular, nimero de

generaciones y estimacion de la taza de mutacion que podria presentarse durante la evolucion.

Como se menciono anteriormente, la temperatura de inicio y de referencia fue 37 °C y la velocidad
de crecimiento (ut) de 0.26 h™L. A partir del primer pase, se incrementaron 2 °C, al crecer en 39
°C no parecia haber cambio en la velocidad de crecimiento, por lo tanto, en el pase siguiente se
volvioé a incrementar 2 °C. Al llegar a 41 °C seguia sin disminuir su desempefio, incrementando
nuevamente 2 °C. En 43 °C la velocidad de crecimiento disminuy6 a 0.11 h%, después de 11
transferencias, la velocidad de crecimiento increment6 aproximadamente al doble (0.20 h'*) No
obstante, al realizar el pase a 45 °C el cultivo no presento crecimiento. Mordukhova & Pan (2014)
reportaron que a 44 °C es la temperatura maxima para el plegamiento de la proteina de choque
térmico MetA (homoserina- o-succiniltransferasa), la cual es primordial puesto que es la primer
enzima de la biosintesis de metionina, aminoacido primordial para dar inicio de la traduccion

(Ferlaetal., 2014). Por otro Salgado (2018) durante sus tesis de maestria y por medio de un analisis
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de microarreglos, analizé que hay genes que se ven sobre expresados y reprimidos a 43 °C y que
son importantes para la biosintesis de cofactores y aminoacidos. Con estos antecedentes y la
recomendacion de adicion de suplementos al medio durante la evolucidn adaptativa; se suplementd
el medio con metionina y casa aminoacidos (fuente nitrogenada con todos los aminoacidos excepto
metionina y triptéfano), ambos por separado. Se llevé a cabo una cinética de crecimiento con la
intencion de optar por el mejor suplemento al medio. Asi mismo, el cultivo que presentdé mejor
crecimiento fue al que se adiciond casa aminoacidos, sugiriendo que no solo el empleo de
metionina es esencial para el crecimiento en temperaturas mayores a 43 °C. La cinética de
crecimiento se incluy6 en la seccion de anexos (Apéndice 2). Al presentar el crecimiento esperado,
se continud con la evolucion adaptativa, para evitar la aclimatacion (plasticidad fenotipica) y el
rasgo fenotipico que esperdbamos seleccionar. Los pases persistieron hasta considerar que la cepa
estaba adaptada al nuevo ambiente. Los pases en 45 °C fueron 17 y la velocidad de crecimiento se

mantenia en 0.2. Finalmente se resguardd en glicerol a -70 °C para ser realizar la seleccion.

La segunda etapa de evolucion experimental continu6 a partir de la cepa seleccionada a 45 °C
(ECLA45). A este punto se tenia determinado el suplemento adecuado para seguir con la evolucion
adaptiva y evitar limitaciones generadas por la temperatura. Por otra parte, las transferencias
durante esta etapa fueron inicialmente de 1 °C. Al someter a ECL45 a 46 °C, tardd en crecer 48 h
y la velocidad de crecimiento disminuy6 55%. Para recuperar la velocidad de crecimiento de 0.20
h1, se realizaron 16 transferencias. Méas adelante se realizé una transferencia a 47 °C, pero el
cultivo no mostrd crecimiento, por lo que se opto realizar el pase con un incremento de tan solo
0.5 °C. Aun mostrando crecimiento a 46.5 °C, la velocidad de crecimiento fue de 0.11 h-*después
de 21 transferencias, al no haber cambio en la velocidad de crecimiento, se realiz6 un pase a 47

°C, no obstante, no se presentd crecimiento. Para evitar suplementar una vez mas el medio y
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basandonos en un reporte de Guyot y colaboradores (2014), donde sugieren que la aclimatacion
puede incrementar la termotolerancia, se propuso la estrategia de incrementar la temperatura de
46.5 °C a 47 °C durante unas horas y regresar de nuevo a 46.5°C. Al obtener las cepas que crecian
a 47°C y mejorar su aptitud, obteniendo cepas que crecian a 47°C. Esto podria deberse a que, a
diferencia a los demas pases, la adaptacién al nuevo entorno era de mayor reto, y por lo tanto de
manera mas lenta, lo que podria permitir un tiempo adicional para adquirir mutaciones
beneficiosas. Después de 22 transferencias, se obtuvo la cepa ECL47 capaz de crecer a 47 °C con
una velocidad de 0.5 h?, lo cual indica que la aclimatacion pudo superarse después de la
propagacion. La obtencion de cepas termotolerantes a 47 °C se logro después de un total de 90
transferencias y 314 generaciones (Tabla 3), Se debe resaltar que en comparacion a otros estudios
reportados para temperaturas altas (Rudolph et al., 2010; Blaby et al., 2012), el medio utilizado
durante este trabajo, fue un medio minimo, ademas las condiciones fueron anaerobias, teniendo en
cuenta un estrés extra que era la produccion de &cido lactico por la cepa modificada genéticamente.
Por ello, este proyecto podria reportarse con la cepa homolactica de Escherichia coli con la

temperatura mas alta (47 °C).

Durante la evolucion, es importante determinar los cambios en la aptitud fisica, la cual, se asocia
principalmente a la tasa de crecimiento. No obstante, en términos biotecnologicos, existen otros
parametros que deben considerarse, como los rendimientos en la produccion de algun metabolito
(en este caso acido lactico) o la supervivencia a ciertos factores (temperatura), los cuales podrian
verse compensados por un cambio en la velocidad de crecimiento. Como podemos observar en la
grafica (Figura 9), a medida que la temperatura incremento la velocidad de crecimiento, fue

disminuyendo.
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Figura 9. Cambio en la velocidad de crecimiento durante la evolucién adaptativa.

Tabla 3. Nimero de pases y generaciones de cada temperatura a evaluar a partir de la primera transferencia.

Temperatura (°C) NuUmero de pases NUmero de generaciones

45 31 126

47 90 188
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Como lo indica Barrick y Lenski (2013) el crecimiento por lotes generalmente conduce a una
evolucion adaptativa en donde se mantiene una alta diversidad genética a través de cada
transferencia, ocasionando a menudo, un efecto de cuello de botella. Para disminuir la variacion
genetica, y evitar las mutaciones acumuladas, se llevo a cabo una purga de variantes mediante el

crecimiento de las células en placas de agar, para asi conducir a mutaciones arbitrarias.

9.3. Seleccidn de variantes termotolerantes

El proceso de evolucion de laboratorio presenta muchos factores que afectan los resultados de los
experimentos de evolucién. Factores como el tamafio de la poblacién, la tasa de mutacion y la
frecuencia de mutaciones beneficiosas, determinan la estructura de la poblacion durante la
evolucion, y pueden dar lugar a estructuras poblacionales complejas como resultado de la
interferencia clonal, un fenémeno en el que los mutantes beneficiosos compiten dentro de una

poblaciéon (Winkler et al., 2013).

Una vez obtenidas las variantes se llevo a cabo una seleccion, permitiéndonos inferir en la
variabilidad genética generada en poblaciones por ALE, ya que se ha demostrado que, aun
viniendo del mismo antecesor, el estrés al que se ha sometido puede llevar a nuevos y diversos
linajes. Esto se realizd mediante cultivo en placas, donde se prepararon 10 cajas por glicerol
obtenido. EI medio empleado fue AM1 suplementado con 2 g/L de glucosa, 0.015 g/L de citrato
de sodio y 0.06% de LB. Las placas fueron incubadas por 48 h a 43 °C para crear una fase de
adaptacion. Anteriormente las cajas habian sido incubadas a 45 °C directamente, pero a esta
temperatura no mostraron crecimiento. Al disminuir la temperatura de incubacion a 43 °C los
cultivos crecieron. Las bacterias al no tener las condiciones Optimas para su desarrollo es probable
que entraran en una etapa de latencia y dejan de estarlo cuando encuentran condiciones menos

estresantes para ellas, en este caso a 43 °C. Al presentar crecimiento a 43 °C, fueron seleccionadas
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colonias que tuvieran mayor tamafio morfolégico (Figura 8). Las seleccionadas fueron inoculadas
en medio LB liquido en tubos de ensayo 16x150 suplementado con 2 g/L de glucosa a 44 °C
durante un dia. Los tubos que presentaron saturacion celular fueron transferidos a
minifermentadores en donde se realizo el Gltimo proceso de seleccidn, llevando a evaluar al cultivo
con mejor desempefio. A las variantes obtenidas a 47 °C se les realiz6 el mismo procedimiento de
seleccidn, solo que, en vez de crecerlas a 43 °C, se incubaron a 45 °C durante 48 h. Para finalizar

el proceso de seleccidn fueron llevados a dos minifermentadores diferentes, a la temperatura a la

que se evaluarian, escogiendo al que tuvo mejor desempefio de crecimiento.

Figura 10. Seleccion de variantes de acuerdo con su tamafio morfoldgico, seleccionando a las de mayor tamafio. A)
ECL45 B) ECLA47.

9.4.Evaluacion de las cepas termotolerantes
Las condiciones que se consideraron para la evaluacion de las cepas fueron las mismas que se
utilizaron durante la evolucién adaptativa en laboratorio. Lo Unico que difiri6 fue la temperatura

de evaluacion (37°C y 45°C).
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9.4.1.

Tabla 4. Resultados promedio de los parametros cinéticos y estequiométricos de las cepas JU15*, ECL45 y ECL47.

Parametro

Evaluacion de JU15*, ECL45y ECL47 a 37 °C

JU15* ECL45 ECL47
Velocidad especifica de
crecimiento 0.23+0.01 0.22+0.01 0.23+ 0.01
p(h™
Biomasa maxima
max (g pcw L71) 0.82 £0.05 0.87 +0.02 0.86 + 0.05
Rendimiento:
Y pis (9 glucosa /g D-l4ctico) 0.83 £0.00 0.39 £ 0.00 0.53+0.08
Velocidad de consumo de
glucosa 6.74 £ 0.25 9.70 £1.03 8.05+0.38
Qs (g glucosa /g DCW*h)
Velocidad de formacién de
producto 5.57 +0.18 3.54+£0.10 4.32 +0.86
dp (g D-lactico /Q DCW*h)
Productividad volumétrica 1.42 +0.04 1.00 £ 0.05 1.35+0.23
Qp (9 b-lactico /L*h) 24n
:-1
=®= Biomasa JU15* %J.
== BiomasaECL45 g 3
=#= BiomasaECL47 2 2
©
== Glucosa JU15* a E-o'l ;&?
=@= Glucosa ECL45 E g
=¥= Glucosa ECLA47 © =
T T T T T 0.01
5 10 15 20 25 30
Tiempo (h)

Figura 11. Cinética de crecimiento, consumo de glucosa y produccion de acido D-lactico de las cepas JU15*, ECL45
y ECL47 en medio mineral AM1y 40 g/L de glucosa. Las barras de error representan la desviacion estandar, resultado
de 3 experimentos.
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Figura 12. Produccion de acido D-lactico a 37°C. Las barras de error representan la desviacion estandar, resultado de

3 experimentos.
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Figura 13. Valores promedio de los parametros cinéticos y estequiométricos de la cepa JU15*. ECL45 y ECL47 en

medio AM1 con 40 g/L de glucosa.
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Como resultado de la evolucidn adaptativa se obtuvieron las cepas ECL45y ECL47, las cuales se
evaluaron y compararon con la cepa progenitora a 37°C, considerada la temperatura optima de
crecimiento, para E. coli. Durante la primera etapa de evaluacion, las variantes ECL45 y ECL47
mostraron una velocidad de crecimiento promedio de 0.22 h durante la fase exponencial, qué, en
comparacion de la cepa progenitora JU15*, tan solo disminuyé 0.5%. En cuanto al rendimiento,
este tuvo un mayor cambio, ya que se redujo en ambas variantes, en la ECL45 66.2%, mientras
que en la ECL47 41%. Asi mismo, la velocidad de consumo de glucosa fue mayor en las cepas
ECL45 y ECLA47, por lo que hay un consumo constante de la fuente de carbono. Sin embargo, se
puede observar que la velocidad de formacién de acido lactico sigue siendo menor. También se
puede observar que los valores correspondientes a la biomasa maxima generada durante la
fermentacién, es similar en las dos variantes y la progenitora. Aun cuando los valores son
fluctuantes en algunas horas, al final de la fermentacion se logra una productividad volumétrica
no tan variable. Esto podria atribuirse a que la temperatura optima de crecimiento se haya
desplazado a una mayor temperatura. Es probable que ambas cepas hayan disminuido o ampliado
el rango de temperatura en el que crecen (nicho térmico) después de adaptarse a otro ambiente
(Palsson & Palsson, 2015). Por lo tanto, su temperatura optima podria oscilar en temperaturas

mayores que 37°C.
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9.4.2. Evaluacion de JU15*, ECL45y ECL47 a 45 °C

Tabla 5. Resultados promedio de los parametros cinéticos y estequiométricos de las cepas JU15*, ECL45y ECL47 a
45°C.

Parametro

JU15* ECL45 ECLA47
Velocidad especifica de crecimiento
i (ht) - 0.20£0.00 0.19+ 0.01
Biomasa maxima
max (g bcw L1) - 0.84 £0.09 0.59 £0.03
Rendimiento:
Y pis (9 glucosa /g D-l4ctico) - 0.89 £ 0.07 0.76 £ 0.04
Velocidad de consumo de glucosa
Qs (g glucosa /g bcw*h) - 1.49 +0.30 8.05+£0.38
Velocidad de formacién de producto
Op (9 D-lactico /g Dcw+h) - 1.31+0.14 2.57 +0.61
Productividad volumétrica
Qp (9 p-1actico /L*N) 24n 1.06 £ 0.01 1.30+0.01
3 1

o3}
— o

=B~ Biomasa ECL45 f‘» ;
=#= Biomasa ECL47 ﬁ Lo 1 ;
=®= Glucosa ECL45 3 F o
= (@]
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=
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Figura 14. Produccion de &cido D-lactico a 45 °C. Las barras de error representan la desviacion estandar, resultado

de 3 experimentos.
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Figura 15. Valores promedio de los parametros cinéticos y estequiométricos de la cepa JU15*. ECL45 y ECL47 en
medio AM1 con 40 g/L de glucosa.
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Figura 16. Valores promedio de los pardmetros cinéticos y estequiométricos de la cepa ECL45 y ECL47 en medio
AML1 con 40 g/L de glucosa a 45 °C.
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La evaluacion a 45°C se realizd de la misma manera en las cepas ECL45 y ECL47, ya que al
someter a la cepa JU15* tan solo crecio en el inoculo a 43°C, al pasar a minifermentador esta no
presento crecimiento. EI cambio en comparacion a la otra evaluacion fue el tiempo en el que se
llevo a cabo el experimento, ya que el tiempo fue de 30 h. Comparando el crecimiento de la cepa
ECL45 y ECL47, podemos observar que la velocidad de crecimiento no difiere en gran cantidad,
sino que la diferencia es minima. Sin embargo, en cuestion de rendimiento podemos notar que la
ECLA47 tiene un mejor desempefio. Y que de igual manera tiene una mejor productividad. Ya que
el consumo de glucosa lo lleva de manera mas rapida la cepa ECLA47 al igual que la produccion de
acido lactico. Cabe resaltar que la cepa ECL47 lleva a cabo la conversion total de glucosa a acido
lactico. ElI mejor desempefio a 45°C fue con la cepa ECL47. En comparacion con la temperatura
ancestral (37 °C) y la nueva temperatura maxima de crecimiento, la velocidad de crecimiento tan
solo disminuy0 el 14%. Inicialmente, antes de que realizar el filtro de seleccion, se creia que era
del 35%. Por lo tanto, la seleccidn logré disminuir a la poblacion menos apta para esta temperatura.
Es importante resaltar que a pesar de la disminucién de los parametros cinéticos ya reportados para
la cepa JU15, las cepas ECL45 y ECLA47 aun teniendo el estrés por temperatura, tienen

rendimientos mayores al 50% a 45°C.
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X. Conclusiones

e EIl empleo de la evolucién adaptiva en laboratorio como estrategia complementaria de la
ingenieria de vias metabdlicas, permitié obtener variantes de la cepa E. coli JU15* capaces
de crecer a temperaturas mayores a 43 °C y con altos rendimientos de conversion de
glucosa a D-lactato en medio mineral minimo, pH controlado y sin aireacion.

e Es importante considerar los requerimientos que surgen bajo la presion de seleccion a la
que se ha sometido a los microorganismos, por lo que la suplementacién de nutrientes (0.05
g/L de extracto de levadura 'y 0.1 g/L de tripona) al medio de cultivo permitié un mejor
desempefio, medido como crecimiento celular y produccion de &cido lactico.

e En laimplementacion del medio de cultivo se observé que no solo es necesaria la adicion
de metionina a temperaturas mayores a 43 °C, sino que existe la posible limitacién de otros
aminoacidos.

e Llevar a cabo filtros de seleccidn en las variantes obtenidas permitié diferir en la posible
variabilidad genética generada por la evolucién adaptativa.

e La obtencion de la cepa ECL45 requirié de 31 transferencias para crecer a 45 °C y 126
generaciones, mientras que la cepa ECL47 requirié mas a partir de 45 °C, 59 transferencias
mas para crecer a 47°C. El total de pases durante la evolucion fue de 90 pases y de 314
generaciones.

e Lavelocidad de crecimiento de las cepas ECL45 y ECL47 a 45 °C se redujo tan solo 14%
en comparacion a la cepa JU15* a 37°C. Mientras que los rendimientos de conversion de

glucosa a D-lactato con ambas cepas fueron mejores a 45 °C que a 37 °C.
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XI. Perspectivas

e Caracterizar la cepa ECL47 a 47°C.

Complementar el proyecto con la secuenciacion gendmica de las cepas obtenidas (ECL45 y
ECLA47) y comparar los resultados con la cepa de referencia (JU15%), con el fin de analizar las
mutaciones surgidas durante el proceso de ALE y su efecto en el fenotipo de la cepa
lactogénica.

e Implementar tecnologias moleculares, como microarreglos para comprender mejor la dindmica
transcriptomica de las cepas obtenidas a temperaturas de 45 °C, y al mismo tiempo comparar
el perfil transcriptomico con otras cepas termotolerantes.

e Someter a las cepas obtenidas en procesos de sacarificacion y fermentacion simultanea a
temperaturas de 45°C o mayores.

e Evaluar a las cepas ECL45 y ECLA47 a temperaturas mayores a 47 °C en medio de cultivo rico

y comparar su desempefio en comparacién al medio minimo suplementado.
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X1,  Anexos

Apéndice 1. Genes termotolerantes reportados por Murata y colaboradores.

Tabla 6. Grupo de genes identificados en el estudio de Murata y colaboradores (2018).

Grupo Funcion Genes
A Metabolismo energético
Ipd, lipA, ackA,rpe
B Estabilizacion de la membrana gmhB, IpcA. rfaC,rfaD, rfaF,
rfaG, pal,toQ
C Reparacion de ADN dnaQ, holC, prid, ruvA,ruvC
D Modificaciéon de ARNt yccM
E Control de calidad de proteinas dnaJ, dnak, degP, rse
F Control de traduccion rpmJ, rpsE, dksA, smpB
G Division celular y transportadores zntA, ybgH

Murata y colaboradores en esta lista clasifican genes termotolerantes en E. coli cuando hay una

temperatura alta critica (47 °C).
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Apéndice 2. Cinética de crecimiento para determinar el mejor suplemento durante ALE
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Figura 17. Comparacion de crecimiento en medio AM1 suplementado con casa aminoacidos, metionina'y medio LB.

La eleccién del medio como se explicd anteriormente se baso en antecedentes sobre los efectos de
la temperatura. En primer lugar, se evallo metionina y casa aminoacidos, optando por casa
aminoacidos. Sin embargo, al hacer la seleccion, dej6 de crecer, prefiriendo la implementacion de
LB al 1%, el cual en comparacion de la casa aminoacidos, estd conformado por todos los
aminoacidos, minerales y vitaminas. Por lo que se podria pensar, que ademas de ser necesaria la

metionina a temperaturas elevadas, también se ve afectada la biosintesis de otros nutrientes.
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Apéndice 3. Analisis estadistico ANOVA de las variantes obtenidas por ALE

Comparacion de JU15* ECL45y ECL47 en 37°C

0.3 1

JU1l5* ECLA45 ECL47

Velocidad especifica de crecimiento

Figura 18. Comparacion de la velocidad especifica de crecimiento mediante anélisis estadistico ANOVA de las cepas

obtenidas por ALE (ECL45 yECLA47) y la cepa ancestral (JU15*) a 37° C.

Tabla 7.Analisis estadistico ANOVA

0.0005262 | 0.0002631 0.04215

6 0.0003156 | 5.260e-005

8 0.0008419

Al ser 0.042 < 5.00, se acepta la hipotesis nula, por lo que no existe diferencia significa sobre la

velocidad de crecimiento entre la cepa parental y las variantes obtenidas por ALE a 37° C.

70



Comparacion de JU15* ECL45y ECL47 en 45°C
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Figura 19. Comparacion de la velocidad especifica de crecimiento mediante analisis estadistico ANOVA de las cepas

obtenidas por ALE (ECL45y ECLA47) y la cepa ancestral (JU15*) a 45° C

Tabla 8. Analisis estadistico ANOVA

0.0005262

0.0002631

0.04215

6 0.0003156

5.260e005

1830

1830

0.0001

8 0.0008419
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