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Introduccion. Los microorganismos silvestres etanologéni-
cos como Zymomonas mobilis no metabolizan xilosa ni
arabinosa pero presentan otras caracteristicas ventajosas para
la produccién de etanol como el poseer enzimas con
constantes de afinidad mejores para redirigir el flujo de
carbono de piruvato hacia etanol. De esta forma es deseable
aprovechar de microorganismos silvestes, caracteristicas
innatasy Utiles parala construccion de cepas nuevas que por
ejemplo sobreexpresen los genes que codifican para las
enzimas piruvato descarboxilasa (pdc) y  acohol
deshidrogenasa (adhB) de Z. mobilis, que ademas
metabolicen los azlcares presentes en residuos
agroindustriales de bagazo de cafa. A partir de E. coli se han
construido cepas que producen etanol metabolizando los
azlcares mas abundantes en los residuos agroindustriales
como Xilosa, glucosa, arabinosay manosa (1).

Con este objetivo, se construyd un operdn artificial para la
produccién de etanol, cuya regién reguladora puede ser
reconocida por bacterias Gram positivas y Gram negativas,
como E. coli y B. subtilis respectivamente, en un vector
reconocido por ambas (replicativo en E. coli eintegrativo en
B. subtilis).

Metodologia El disefié del operdon artificial incluyd los
siguientes elementos en tandem: el promotor del gen aprE
(PaprE), sitio de unién a ribosoma (RBS), gen pdc, RBS, gen
adhB y el terminador de la transcripcién del gen crylllA de
Bacillus thuringiensis (Fig. 1).
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Figura 1. Diseflo del operén etanologénico.
PaprE es un promotor fuerte y constituye la region
reguladora del gen que codifica para la subtilisina, enzima
gue B. subtilis sintetiza en la fase estacionaria. En nuestro
caso utilizamos la secuencia del promotor aprE que tiene la
modificacion consenso TTGACA enlacaja—35(2).
La construccion del operén se llevd a cabo mediante la
amplificacion por PCR de cada uno de sus elementos. Cada
elemento por separado se clonoé en el vector pTOPO-Blunt.
Después ayudados por los sitios de restriccién que
enmarcaban a cada elemento, se construyé el operdn,
sumando cada uno de éstos en pUC19, dando lugar a la
clona pUC-operdn. Finalmente. el operdn etanologénico se
cortd y ligé a vector pSG-BFAE (plasmido integrativo para
B. subtilis), obteniendo la clona pSG-operon.

En las cepas obtenidas se evalud la actividad de PDC, la
produccion de etanol y e rendimiento etanol/glucosa
(Yetonsaic), a partir de cultivos en matraces de 125ml con 50
ml de medio luria suplementado con 20 g/l de glucosa,
realizados a 120 rpm y 30°C. Las actividades se
determinaron en fase de crecimiento y la produccién de
etanol se evalu6 alas 24 horasdeiniciado el cultivo.

Resultados y discusion. E. coli KOl1l es una cepa
productora de etanol que se utiliz6 como control positivo, E.
coli XL1-Blue silvestre fue incluida como control negativo.
Cuadro 1. Evaluacién de la actividad de PDC, produccién de
etanol y rendimiento etanol/glucosa (Y) en E. coli XLI-Blue.

Cepas [t PDC Etanol | Yeonscic
hl | Ul/mgprot g/l

KO11 0.64 0.66 6.40 0.33
XL1-Blue 0.35 0.0 0.0 0.0
XL1-Blue/pUC- 0.39 1.11 555 0.38
operén

XL 1-Blue/pSG- 0.32 176 6.95 042
operén

Las cepas modificadas crecieron de manera similar a la cepa
silvestre, lo que indica que la presencia del plasmido no
ocasiond un problema de carga metabdlica. El operén
construido es funcional ya que una cepa que originalmente
no es etanologénica llega a producir etanol al contener €l

operon construido en este trabajo, y aunque XL1-Blue no es
una cepa robusta de produccién, la cantidad de etanol
producida es comparable con la cantidad obtenidaen KO11.

Conclusiones. La sobreexpresion de los genes que codifican
para las enzimas piruvato descarboxilasa y alcohol
deshidrogenasa de Z. mobilis bajo laregulacion de PaprE en
E. coli XL1-Blue conduce a un rendimiento de EtOH/Glc
comparable con una cepa robusta de produccion de etanol
como lo es KO11. Por otra parte, €l plasmido construido
podra ser integrado en B. subtilis.
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