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EDITORIAL

Peroxidasa de Nabo un Modelo de Estudio de las Enzimas de

Plantas

El estudio de las enzimas es una tarea muy amplia, que requiere las contribuciones de
un grupo multidisciplinario, con el fin de estudiar mecanismos de catalisis, biofisica de
macromoléculas, ingenieria de proteinas, bioinformatica, simulacion in silico, biologia
molecular y actualmente nanotecnologia. Esta forma de abordar el estudio de las enzimas
nos fue inculcado por el recientemente fallecido (en el mes de septiembre de este afio) Dr.
John R. Whitaker quien fue miembro correspondiente de la Academia Mexicana de Ciencias,
debido a su trayectoria de calidad mundial en el estudio de las enzimas en alimentos. El Dr.
Whitaker recibié dos catedras patrimoniales para estancias en el Grupo de Biotecnologia, del
Departamento de Investigacion y Posgrado en Alimentos (DIPA) de la Facultad de Quimica
de la UAQ, ademas de impartir por 14 afios el curso de Proteinas y Enzimas en el DIPA. Su
conducta profesional fue una inspiracién para sus estudiantes, y colegas entre los cuales
fuimos distinguidos con sus ensefianzas y su experiencia, siendo su filosofia “Trabaja lo
mejor que puedas y marca la diferencia; sirve a tu préjimo, sé humilde dando crédito cuando
sea necesario“. Su capacidad de innovacion, generosidad y su gran sentido de amistad con
todos sus colegas y colaboradores, entre los cuales nos encontramos, fueron siempre su
sello distintivo.

Las peroxidasas (E.C. 1.11.1.7) son oxidoreductasas que catalizan la reaccién entre
peroxido de hidrégeno y varios compuestos reductores y la mayoria contienen
Fe(lll) protoporfirina IX como grupo prostético. Se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza y se han identificado en plantas microorganismos y animales. En plantas
participan en procesos de lignificacién y el mecanismo de defensa en tejidos dafiados
fisicamente o infectados. En la industria de alimentos constituye un indicador de escaldado
de vegetales debido a su relativamente alta estabilidad térmica. La peroxidasa de rabano
picante (Armoracia rusticana) es la mas abundante comercialmente y se ha utilizado para
sintesis organica, analisis enzimaticos acoplados, ensayos de quimioluminiscencia y terapia
de cancer. Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que las peroxidasas de nabo
(Brassica napus) pueden tener propiedades similares o mejoradas, ya que hemos
aislado peroxidasas neutras, acidas y basicas de esta fuente que es abundante en México.
Por otro lado, hemos caracterizado las propiedades cinéticas, térmicas, termodinamicas y
estructurales de dichas isoenzimas

La descontaminacién de aguas residuales conteniendo compuestos fendlicos se ha
realizado usando una isoforma &cida para la descontaminacién de compuestos fendlicos
presentes en aguas residuales de la industria petrolera y de pinturas, tales como fenol, 2-
clorofenol, 3-clorofenoly 2,4-diclorofenol. Para mejorar la eficiencia de esta enzima se
decidi6 modificarla quimicamente utilizando metoxi-polietilén glicol que proporciond una

mayor estabilidad enzimatica y una actividad que fue 2.5 veces mayor que su contraparte
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nativa, probablemente debido a una mejor accesibilidad del sustrato cerca del sitio activo,
gue involucra al grupo hemo; ademas presentd una disminucion en la carga neta positiva de
la proteina que condujo a una menor repulsion electrostética y por tanto un efecto de
estabilizacién. La peroxidasa modificada también presenté una mejor estabilidad térmica y
una buena tolerancia a compuestos organicos como dimetilformamida (25%), metanol (40%),
y dioxano (20%).

Se decidio utilizar la peroxidasa nativa inmovilizada en esferas de alginato, poniendo en
contacto las esferas en un reactor con compuestos fendlicos. Se obtuvo una eficiencia de
remocion = 65% durante 15 ciclos. Posteriormente, se decidié inmovilizar en las esferas de
alginato la peroxidasa modificada quimicamente, en donde se repitieron ciclos de contacto
con compuestos fendlicos, siendo capaz la enzima de remover >90% de los fenoles después
de 11 ciclos de reaccion, mientras que una eficiencia 265% se obtuvo luego de 17 ciclos de
remocion. La modificacion de la enzima permitié un reuso extendido para la transformacion
de una solucion de fenoles de elevada concentracion. La reduccion eficiente de
contaminantes industriales tales como los compuestos fendlicos puede ayudar a evitar una
posible acumulacion en la cadena alimenticia. Resultados de pruebas toxicologicas indicaron
una significativa pérdida de toxicidad después de la polimerizacion de los compuestos
fendlicos de las mezclas sintéticas empleadas en estos estudios.

Los métodos de purificacién clasicos de proteinas involucran procesos tediosos y lentos,
con bajos rendimientos, ademas de la dificil tarea de separar las isoenzimas. Métodos
moleculares como la clonacién pueden ayudar a la busqueda de peroxidasas que muestren
buenas propiedades cataliticas, como la isoenzima &cida de la peroxidasa del nabo. La
capacidad de esta enzima para remover concentraciones relativamente altas de compuestos
fendlicos tanto en agua sintética como residuos industriales, la hace una buena candidata.
Existen pocos estudios sobre la expresién de peroxidasa de nabo recombinante, mientras
gue cantidades significativas de esta enzima pudieran ser prometedoras en la busqueda de
peroxidas novedosas y mas econdémicas. La expresidén de proteinas eucaribticas en E. coli
no siempre es sencilla debido a que los codones eucariotes ocurren de manera poco
frecuente en E. coli. Otro detalle relevante consiste en que la peroxidasa de nabo tiene
alrededor de 9% de glucosilacion y se sabe que la expresién bacteriana no es capaz
de glucosilar proteinas recombinantes. No obstante, en un trabajo previo nuestro grupo
publicé que aun estando parcialmente desglucosilada (88%) se retuvo 40% de la actividad,
sin tenerse efectos en la conformacién estructural. Por otro lado, hemos previamente aislado,
secuenciado y clonado un cDNA de peroxidasa &cida del nabo. Por tanto, nos propusimos
lograr una expresion heteréloga de esta peroxidasa, ligando el gen en el vector pET 28(+) el
cual se uso para transformar E. coli Rosetta 2. La peroxidasa recombinante se sobre-expreso
exitosamente siendo el primer estudio reportado en nuestro pais y uno de los poco a nivel
internacional, utilizando tanto el analogo de lactosa isopropilo-p-D-tiogalactopirandsido, asi
como la propia lactosa con el fin de disminuir los costos de la sobre-expresion. La enzima

recombinante se purificd en una sola etapa a 98% de pureza con un rendimiento de 36 mg/L
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de cultivo. Esto es solo el principio para las posibles aplicaciones biotecnolégicas de la
enzima recombinante, que pueden desarrollarse en el area de inmunodeteccion,
inmunohistoquimica, bio- y nano sensores.

Dr. Carlos Regalado Gonzélez
DIPA, PROPAC, Facultad de Quimica, Universidad Autdnoma de Querétaro, C.U.,
Cerro de las Campanas s/n Querétaro, 76010, Qro. Email: regcarlos@gmail.com
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Instrucciones para los autores

Guia de Autores

La revista puede recibir trabajos de investigacion original asi como de revision en los campos de la
biotecnologia y bioingenieria. Todos los manuscritos serdn sujetos a revision por al menos dos
miembros del Comité Editorial y deberan contar con una recomendacion de aceptacion para ser
publicados.

Los idiomas de la revista son el Espafiol y el Inglés.

Los trabajos se escribiran en hoja tamafio carta (21.6 cm x 27.6 cm). Los margenes aplicados a
todo el manuscrito seran de 2.5 cm para los extremos superior e inferior, asi como 3 cm de cada lado.
Las paginas deberan estar numeradas en la parte inferior y central de cada hoja.

Se recomienda que los trabajos completos tengan un maximo de 25 paginas, escritas con un
interlineado de 1.5 renglones, incluyendo las tablas y figuras. Las publicaciones de trabajos originales
y revisiones en la revista Biotecnologia estan exentas de costo para los autores.

Cuando corresponda, se recomienda el uso de abreviaturas para referirse a unidades de tiempo (h,
min, s), de volumen (I, ml, ul), de peso (kg, g, mg, pug), DNA, RNA y otras comUnmente aceptadas en
la literatura cientifica.

Los trabajos de investigacion original pueden tocar cualquiera de los diversos campos que cultivan
la biotecnologia y la bioingenieria, desde sus aspectos fundamentales hasta las aplicaciones de los
mismos, incluyendo: microbiologia, bioquimica y biologia molecular, procesos y proyectos, asi como
biotecnologia marina y biotecnologia aplicada a la salud, alimentos, agricultura, veterinaria, enzimas y
ambiente.

Los trabajos de investigacién original seran divididos en las siguientes secciones: Introduccién,
Materiales y métodos, Resultados, Discusion, Referencias y Agradecimientos. Las secciones de
Resultados y Discusion pueden presentarse combinadas.

Los trabajos de revision incluiran el tema y subtemas que a juicio de los autores sean necesarios
para la mejor presentacion de la informacion. Estos trabajos pueden cubrir los siguientes contenidos:

1. ;/Qué es y para qué sirve la Biotecnologia?. Es decir: descripciones que ilustren y divulguen los
distintos campos de la biotecnologia, sus alcances y limitaciones, su historia y sus perspectivas.

2. Las fronteras de la biotecnologia: revisiones de nuevos campos o nuevas aplicaciones de la
biotecnologia. Por ejemplo: las perspectivas del uso de los genomas para el desarrollo de nuevas
drogas o para el tratamiento de enfermedades metabdlicas. Las perspectivas de la gendmica
(estudio sistematico de los genes y sus aplicaciones), la protedmica (prediccion de la expresion de
los genes en proteinas funcionales) y la fendmica (prediccién de fenotipos o conductas de los
organismos, en base a sus genes y a sus proteinas). El uso de la ingenieria genética para hacer
ingenieria metabdlica. Los nuevos tipos de reactores biolégicos y los fendmenos de transporte
implicados. Los nuevos esquemas de reaccién, separacion y control en procesos biotecnoldgicos.
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3. Aplicaciones de la Biotecnologia para resolver problemas o atender necesidades de la sociedad,
con especial atencion a sus aplicaciones ya vigentes en México. Esta seccion sera dedicada a
una empresa o institucion (publica o privada) que desee difundir los logros obtenidos en algin
campo de la biotecnologia. Por ejemplo: empresas productoras de antibiéticos o productos
biolégicos, empresas de ingenieria ambiental que usen procesos biotecnolégicos, empresas
agropecuarias, forestales o de acuacultura que usen tecnologias biolégicas avanzadas, o
empresas de transformacion de alimentos que utilicen enzimas, cultivos de microorganismos, etc.
Esta lista es indicativa pero no exhaustiva.

4. Problemas de bioseguridad, bioética y biodiversidad relacionados con las aplicaciones de la
biotecnologia a la sociedad. Por ejemplo: analisis y comentarios sobre los debates acerca del uso
de semillas transgénicas, los problemas de conservacion y explotacion de la biodiversidad
mediante la biotecnologia, los riesgos del uso de organismos transgénicos en diversos campos de
la industria, los problemas de bioseguridad del uso de antibidticos y otros productos
biotecnologicos.

5. La educacion, la cultura y la difusién tecnolégica en relacién con la biotecnologia. Por ejemplo:
comentarios de planes y programas, de estilos y necesidades de la ensefianza, del enfoque
interdisciplinario, en carreras o planes de estudio directamente ligados con la biotecnologia.
También necesidades y modalidades sobre programas de extension educativa para la industria,
para el publico consumidor o para grupos selectos de personas interesadas en la biotecnologia
(politicos, funcionarios de empresas, lideres de opinidn). El uso de la informatica en la difusién de
la biotecnologia, y en general, el analisis de necesidades, métodos y alternativas para difundir los
conocimientos de la biotecnologia.

6. Oportunidades y propuestas para mejorar la cooperacion y el desarrollo biotecnolégicos. Por
ejemplo: Andlisis de las oportunidades vigentes de intercambio académico o comercial en
biotecnologia. Propuestas de nuevas formas de cooperacion entre los sectores de investigacion y
la industria biotecnolégica. Analisis y propuestas del uso 6ptimo de recursos humanos, financieros
0 materiales para mejorar la cooperacion o el desarrollo de la biotecnhologia. En esta seccion se
daréa espacio a los andlisis, criticas o propuestas de los aspectos legales y fiscales que afecten e
incluso puedan mejorar el desarrollo de la biotecnologia en México. Tales como: la propiedad
industrial, el régimen fiscal de las empresas, el costo del desarrollo biotecnoldgico y los subsidios
0 estimulos econdmicos para el desarrollo de la biotecnologia.

Tanto los trabajos de investigacion original como las revisiones deberan apegarse al siguiente
formato:

1. El titulo del manuscrito sera puesto en negritas con letra Arial o equivalente tamafio 14. El
titulo deberé estar centrado.

2. El nombre de los autores ocupara los siguientes renglones escribiendo el nombre y primer
apellido de cada participante. Se usard letra Arial o equivalente tamafio 12. Los nombres de los
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participantes deberan estar centrados, sefialando con un asterisco el autor responsable de la
publicacién. En el siguiente renglon con letra italica Arial del mismo tamafo, se incluird la
direccién postal de la institucién de adscripcion de los autores, asi como el e-mail del autor
corresponsal.

3. Se debera afadir un Resumen de no mas de 250 palabras en Espafiol y un Abstract en Inglés
de tamafio similar.

4. Se incluiran entre 3 a 6 Palabras clave: que permitan clasificar el articulo en una base de
datos.
Estas palabras deberan de incluirse en Espafiol y en Inglés (Key words:).

5. Si el texto inicia con el nombre de algin subtema, éste de pondra como primera linea en
cursivas con letra Arial o equivalente tamafio 10. Después en el siguiente rengldn se iniciara el
texto descriptivo usando letra Arial o equivalente tamafo 10. El texto debera ser escrito con un
interlineado de 1.5 renglones. Se debera dejar un espacio de un renglén al inicio de una seccién o
subtema nuevo. Los géneros y especies deberan escribirse en letras italicas.

6. Las figuras deberan numerarse con ardbigos, correlativamente en orden de aparicion en el
texto. No se integraran al texto, sino al final del manuscrito. No obstante, para facilitar el trabajo
de edicion, se recomienda indicar la ubicacién de las mismas en el momento en que son
mencionadas por primera vez en el texto. Las figuras deben incluir un breve titulo explicativo en la
parte inferior de la misma. Si es necesario incluir fotos, éstas se deberan designar como figuras.
La impresién de las figuras e imagenes se hara en blanco y negro, por lo que se recomienda que
muestren un buen contraste, en especial las figuras con varias lineas. Segun el orden de aparicién
en el texto, las tablas también se numeraran con arabigos ubicados en la parte superior de las
mismas e incluirdan un breve titulo explicativo. Las notas en las tablas deberan ser indicadas con
letras mindsculas en superindice. La ubicacion de las tablas serd sefialada en el texto pero se
anexaran en hojas separadas después de las Referencias.

7. La informacion dada como referencias bibliograficas debera permitir a los lectores llegar con
facilidad a tal fuente de informacién original, si ello fuera necesario. En el texto del trabajo, las
referencias se citan por autor y afio entre paréntesis redondos. Por ejemplo: “Martinez & Garcia
(1999) han demostrado que...”, o bien, “Datos recientes (Martinez & Garcia, 1999) han
demostrado que...”. Si la cita posee varios autores se escribira como sigue: “Gutiérrez et al.
(2003), han demostrado....” O bien: “Datos recientes (Gutiérrez et al., 2003) han mostrado...” Si
la cita es es una péagina de Internet, ésta debera ponerse completa entre paréntesis directamente
en el texto donde se mencione. La lista de Referencias se debera escribir con el mismo tipo de
letra del texto principal (Arial tamafio 10) de acuerdo al siguiente formato:

BioTecnologia, Afio 2013, Vol. 17 No. 2 9
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Pararevistas:

Garcia-Carrefio F, Cota K & Navarrete del Toro MA (2008) Phenoloxidase activity of hemocyanin in
whiteleg shrimp, Penaeus vannamei: conversion, characterization of catalytic properties, and role in
postmortem melanosis. J. Agric. Food Chem. 56: 6454-6459.

Para libros y capitulos de libros:
(Libro)

Ullrich M (2009) Bacterial Polysaccharides: Current Innovations and Future Trends. Horizon Scientific
Press, Norwich.

(Capitulo de libro)

Sanchez S & Demain AL (2009) Metabolic regulation and overproduction of primary metabolites. In:
Encyclopedia of Industrial Biotechnology. Bioprocess, Bioseparation, and Cell Technology
(EIB). Flickinger MC (ed). John Wiley & Sons, Inc. Hoboken, NJ. pp. 396-458.

Para patentes:

Fenical WH, Jensen PR & Kwon HC (2009) Polyol macrolide antitumor-antibiotics from the marine
actinomycete strain CNQ140. US patent 7,521,414.

Para congresos y reuniones: Se aceptaran un maximo de dos citas de este tipo.

Reyes N, Dominguez RM, lIslas | & Solis S (2007) Induccién diferencial por pH y temperatura del
Complejo pectinolitico producido por células inmovilizadas de Aspergillus HL. XII Congreso
Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. Morelia Mich. México. Olll-12.

Para citas provenientes de internet: Se aceptard un maximo de dos citas de este tipo.

Van Deuren J, Wang Z & Ledbetter J (1997) Remediation Technologies Screening Matrix and
Reference Guide. 32 Ed. Technology Innovation Office, EPA. Disponible en:
http://www.epa.govi/tio/ remed.htm.

Revistas electronicas:

Sun J, Lu X, Rinas U, & Zeng AP (2007) Metabolic peculiarities of Aspergillus niger disclosed by
comparative metabolic genomics. Genome Biol. 8: R182.
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Para tesis de pre y posgrado:

Céardenas C (2009) Evaluacion del uso biotecnoldgico de la semilla de Ditaxis heterantha para la
Produccién de safranal. Tesis de Maestra en Ciencias Bioquimicas. Universidad Nacional
Autonoma de México. México D.F. pp. 1-78.

Cada autor es responsable de la precision de las citas que emplea. Las citas de internet,
congresos y reuniones, deberan evitarse al maximo.

Una vez que ha sido revisado y aceptado su trabajo, los autores deberan enviar una carta de
cesion de los Derechos de Autor, de manera que la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y
Bioingenieria pueda hacer uso del articulo aceptado, o parte de él, con fines de divulgacién y
difusién de la actividad cientifica y tecnolégica. En ningln caso, dichos derechos afectan la
propiedad intelectual que es propia de los autores, para usar la totalidad o parte de ese articulo
con fines no lucrativos.

Los trabajos solamente se reciben via correo electronico en la direccién smbiotec@yahoo.com.mx
Al momento de recibirlo, se enviara un acuse de recibo al autor corresponsal, por lo que se pide
incluir una direccion de correo electrénico para este fin, asi como para mantener comunicacion
con el editor sobre la evolucion de la revisidén y sobre la aceptacion del mismo.

Una vez aceptados, los trabajos son editados y enviados a los autores para su correccion. En esta

condicién no se permitirdn cambios sustanciales en el contenido de los mismos sin la aprobacion
del editor en jefe. Una vez aprobada la prueba, el trabajo se publicara en linea y podra ser
consultado en la pagina de la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria AC
http://www.smbb.com.mx/ La publicacién en linea precedera a la publicacion impresa.
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Articulos

Biosurfactantes Microbianos, Produccion Potencial con Residuos

Agroindustriales de Chiapas
Gustavo Yafiez-Ocampo?, Arnoldo Wong-Villarreal?®
'Programa Académico de Ingenieria en Tecnologia Ambiental. Universidad
Politécnica de Chiapas. Calle Eduardo J. Selvas S/N. Col. Magisterial C.P. 29010.
Tuxtla Gutiérrez, Chiapas. Tel. 01961 61 204 84 ext.120.
“Division Agroalimentaria; Universidad Tecnolégica de la Selva, Ocosingo,
Chiapas, México.

*Correspondencia: gyanez@upchiapas.edu.mx

RESUMEN

Los biosurfactantes producidos por hongos y bacterias, son moléculas anfifilicas que tienen
propiedades tensoactivas, emulsificantes y dispersantes. Estos compuestos estan clasificados por
su alto y bajo peso molecular (glucolipidos de ramnosa y trehalosa). Son capaces de reducir la
tension superficial entre la fase acuosa y oleaginosa. En la biotecnologia ambiental, los
biosurfactantes estdn ganando interés, para aplicarlos en procesos de biorremediacion de
ambientes contaminados con compuestos organicos persistentes, debido a que incrementan la
biodisponibilidad y biodegradabilidad. Desde el punto de vista biotecnolégico, para la produccién
de biosurfactantes es importante seleccionar una fuente de carbono ideal, por ejemplo materia
prima accesible y barata como los residuos agroindustriales. En el Estado de Chiapas, México, la
actividad agricola genera anualmente entre 28 y 140 mil toneladas de residuos de platano, mango,
café entre otros. Ademas en Chiapas, la produccién de biodiesel desecha alrededor de mil
toneladas al afio de glicerina cruda como resultado del proceso. Los residuos agroindustriales que
no son aprovechados en Chiapas, representan materia prima como fuente de carbono para la
sintesis de biosurfactantes por métodos biotecnoldgicos.

Palabras clave: ramnolipido, biosurfactante, agroindustria

ABSTRACT

The biosurfactants produced by fungi and bacteria, are amphiphilic molecules with tensoactive,
emulsifying and dispersing properties. These compounds are classified by their high and low
molecular weight (rhamnose and trehalose glucolipids). They are capable to reduce the surface
tension between the aqueous and oleaginoseous phase. In environmental biotechnology

biosurfactants are gaining interest, to be applied in bioremediation processes of polluted
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environments with persistent organic compounds, because they enhance bioavailability and

biodegradability. From biotechnological point of view, to produce biosurfactants is important to

select an ideal carbon source, for example raw material accessible and cheap as agroindustrial

wastes. In Chiapas, Mexico, agricultural activity generates annually between 28 and 140 thousand

tons of banana, mango, coffee and other wastes. Besides biodiesel production in Chiapas, throw

away about one thousand tons of crude glycerol per year as a result of the process. Agroindustrial

wastes not used in Chiapas, represent raw material as carbon source to biosurfactants synthesis by

biotechnological methods.

Key words: rhamnolipid, biosurfactant, agroindustry

INTRODUCCION

Los biosurfactantes (BS) son compuestos
producidos principalmente por hongos vy
bacterias. Estas moléculas tienen
propiedades emulsificantes y dispersantes,
disminuyen la tensién superficial del agua de
72 a 25 mN/m aproximadamente. Los
microorganismos sintetizan BS cuando la
fuente de carbono es parcialmente soluble o
insoluble en agua, de esta manera estan
obligados a sintetizar moléculas con
propiedades tensoactivas que favorezcan la
biodegradacion de los sustratos insolubles
(Supaphol et al., 2011).

Por ésta razon, a partir de sitios
contaminados con residuos de baja
solubilidad, se han aislado microorganismos
productores de BS, los cuales han sido
aplicados en procesos de biorremediacion de
sitios contaminados con metales pesados,
plaguicidas organofosforados, hidrocarburos
totales del petréleo y aceites sintéticos, ya
gue los BS incrementan su biodisponibilidad
y biodegradabilidad (Banat et al., 2000; Ortiz-
Hernandez et al., 2001; Yafiez-Ocampo et
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al., 2009; Yafiez-Ocampo et al, 2011).
Adicionalmente los BS tienen una amplia
variedad de aplicaciones en procesos
alimenticios, industriales, cosméticos entre
otros (Singh et al., 2007).

La ruta biotecnoldgica para la produccion
de BS incluye desde la exploracion,
aislamiento, adaptacion y seleccién de cepas
de microorganismos potencialmente
productores, la seleccién de la fuente de
carbono ideal para el medio de cultivo, hasta
las condiciones de cultivo, separacidn,
purificacion e identificacion del compuesto
con actividad tensoactiva. Su produccion a
gran escala aun esta limitada, en parte por el
costo de las fuentes de carbono que se usan
como materia prima, por lo que actualmente
se estan estudiando residuos organicos
baratos a partir de los cuales se puedan
sintetizar BS con propiedades emulsificantes
(Makkar et al., 2011).

En este sentido, en el Estado de Chiapas
la actividad ganadera y agricola, genera
anualmente entre 28 y 140 mil toneladas
residuos agroindustriales de plaguicidas,

excretas de ganado, residuos de las
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cosechas y procesamiento del maiz, café,
cacao, mango, platano, palma de aceite;
paralelamente también se genera cerca de
mil ton/afio de glicerina cruda proveniente de
la produccién de biodiesel obtenido por
transesterificacion del aceite vegetal usado
(SAGARPA, 2007). Es por ello que estos
residuos agroindustriales son susceptibles de
ser evaluados como materia prima para su
aprovechamiento en la sintesis microbiana
de BS. Por lo antes descrito, el presente
articulo aborda el estado del arte sobre el
origen y composicion de biosurfactantes
microbianos, se describe la ruta
biotecnoldgica probable para su produccioén y
se identifica la posibilidad de aprovechar los
residuos provenientes de la agroindustria

chiapaneca.

ORIGEN DE LOS BIOSURFACTANTES
MICROBIANOS

Con la contaminacién al ambiente por
petréleo, a partir de la década de 1970 se
comenzaron a sintetizar surfactantes, es
decir, compuestos sintéticos con actividad
tensoactiva, a fin de remover hidrocarburos y
recuperar los ambientes contaminados. Los
surfactantes  sintéticos (SS) por su

composicién quimica pueden ser anibnicos,
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cationicos y no iénicos y poseen propiedades
emulsificantes, dispersantes, entre otras
(Cort et al., 2002). Los SS ayudan a remover
los contaminantes del medio, ya que
permiten la desorcibn de contaminantes
hidrofébicos en suelo, agua vy otros
ambientes. Sin embargo se ha reportado que
los SS son téxicos para algunos
microorganismos indicadores, su efecto
también se refleja sobre la baja eficiencia en
la biodegradacion, hecho que los hace poco
recomendables como aditivos para la
biorremediacion de sitios contaminados
(lvshina et al., 1998; Karanth et al., 1999).
Debido a la ecotoxicidad que tienen los SS al
ambiente, la tendencia se dirige hacia la
blusqueda de moléculas tensoactivas,
productos biodegradables y tecnologias que
sustituyan el uso de SS a fin de disminuir el
impacto que estos tienen sobre el ambiente.

A partir de muestras de sedimentos,
suelos y agua (salada o dulce) de sitios
contaminados con compuestos hidrofébicos,
se han aislado hongos y bacterias capaces
sintetizar BS y con ello favorecer la
biodegradacion. En la Tabla 1 se reportan los
principales microorganismos productores de
BS (Christofi & Ivshina 2002; Hudak &
Cassidy, 2004).
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Tabla 1. Microorganismos productores de biosurfactantes

Microorganismo

Tipo de biosurfactante

Azotobacter chroococcum Lipopeptido
Bacillus subtilis HOB2 Lipopeptido
Bacillus subtilis strain ZW-3 Lipopeptido
Bacillus velezensis H3 Lipopeptido
Burkholderia plantari DSM 9509 Ramnolipido

Calyptogena soyoae

Manaosileritritol lipido

Candida bombicola

Soforolipidos

Micrococcus luteus BN56

Trehalosa tetraester

Nocardiopsis alba MSA10 Lipopeptido
Nocardiopsis lucentensis MSA04 Glucolipido
Pseudomonas aeruginosa BS20 Ramnolipido
P. alcaligenes Ramnolipido
P. fluorescens BD5 Lipopeptido
Plibanensis M9-3 Lipopeptido
Pseudoxanthomonas sp. PNK-04 Ramnolipido

Pseudozyma graminicola CBS 10092

Manosileritritol lipido

Pseudozyma hubeiensis

Glucolipido

Pseudozyma parantarctica

Manosileritritol lipido

Pseudozyma siamensis CBS 9960

Manosileritritol lipido

Rhodococcus erythropolis 3C-9

Glucolipido y trehalipido

Rhodococcus sp. TW53

Lipopeptido

Fuente: Modificado de Makkar et al. 2011.

Los BS microbianos mejor estudiados

son los glucolipidos (ramnolipidos,
trehalolipidos y soforolipidos).
Particularmente  bacterias del  género
Pseudomonas sp. producen mono vy
diramnolipidos, la ruta de biosintesis
involucra la participacion de

ramnosiltransferasas RhIB 'y RhIC. La
produccién de ramnolipidos en P. aeruginosa

estd fuertemente controlada por regulacion
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genética (transcripcional y postranscripcional)

en
responde a

condiciones ambientales

y

fisiolégicas denominadas quorum sensing.
Adicionalmente se conoce que un exceso en
la fuente de carbono y un estrés en la fuente
de nitrogeno, favorecen la produccién de
1998; Soberdn-

ramnolipidos (Lin et al.,
Chavez et al., 2005; Reis et al., 2013).

los operones rmIBDAC y rhlAB que
una amplia variedad de
sefales
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Los biosurfactantes producidos por
Rhododoccus sp., entre otras especies, no
han sido explorados y caracterizados
detalladamente. Se ha reportado que
levaduras del género Candida sp. sintetizan
BS lipidos de manosileritritol (Kim et al.,
1999). Asi mismo, especies del género
Bacillus sp. v. gr. B. subtilis y B. licheniformis
son productores de biosurfactantes bajo
condiciones aerébicas y anaerébicas
facultativas, adicionalmente se trata de cepas
gue no son patodgenas lo cual es importante
considerar para usos en la industria
farmacéutica y alimenticia (Lang & Philp,
1998; Al-bahry et al., 2012).

COMPOSICION Y FUNCION DE LOS
BIOSURFACTANTES

Los biosurfactantes microbianos (BS) son
moléculas anfipaticas compuestas por dos

Il
HO 0. O—CH—CHzC—0—CH—CH5-COOH

< >| | |
CH, (|CH2)n (CI:Hz)n
OH OH CH, CH,

Monoramnolipido

CIJH
CHQO—CO—?H—CH—(CHZ)M—CHG
(?Hg)n
CH, OH
o Q
OH OHCH:C
HO O OH
OH
OIH
CH;(CHE)m{ZHfEI‘,HfCO
(CHy),

Dimicolato de trehalosa

regiones, la region hidrofilica o polar
compuesta de un carbohidrato (ramnosa,
trehalosa, manosa) o un amino4cido y la
region hidrofébica o no polar constituida de
una cadena hidrocarbonada de longitud
variable (acidos grasos saturados e
insaturados); pueden ser  anionicos,
cationicos, no ionicos y switerionicos (Figura
1) (Desai & Banat, 1997). Los BS estan
agrupados en aquellos que son de alto peso
molecular cuya composicidon bioquimica se
basa en lipopolisacaridos y lipoproteinas y
los que son de bajo peso molecular
normalmente su composicion son &acidos
grasos, glucolipidos y lipopéptidos (Banat et
al., 2000; Banat et al., 2010).

CH,OR, CH,
|
OH 0 O—CH
CH,OR,

- o HO
o]
HO (CHz)n
OH |

COOH
Soforolipido acido

CH,OH

OR, H—(F—OH
0 H—?—OH

R,0 —CH,

Lipido de manosileritritol

Fig. 1. Estructuras quimicas generales de los glucolipidos microbianos
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Asi como los SS, los BS tienen
propiedades emulsificantes, dispersantes,
impermeabilizantes, suavizantes, lubricantes
y humectantes. Estas moléculas tienen la
capacidad de reducir la tension superficial e
interfacial entre solidos, liquidos y gases.
(Konishi et al., 2007; Jiménez et al., 2010).
Los microorganismos producen BS con dos
finalidades la primera es romper la tension
superficial (TS) e interfacial entre fase
liquido/liquido, gas/liquido, soélido/liquido, por
ejemplo el agua destilada tiene una tension
superficial de 72 mN/m, los BS producidos
por P. aeruginosa y R. erythropolis
disminuyen la TS en 25 y 36 mN/m
respectivamente. La segunda finalidad es
formar micelas, para ello el parametro que
permite estudiar la actividad tensoactiva es la
Concentracion Micelar Critica (CMC) este
valor es calculado para conocer la
concentracion de BS a la que se logra la
formacibn de micelas, los ramnolipidos
producidos por P. aeruginosa tienen una
CMC de 0.1 a 10 mg/l (Singh et al., 2007;
Rahman & Gakpe, 2008).

Ambas funciones permiten incrementar la
transferencia de masa ya que hacen que
aquellas fuentes de carbono de baja
solubilidad estén mas disponibles para su
biodegradacién e incorporarlos a rutas
metabdlicas convergentes para la generacion
de energia y sintesis de biomasa. Los BS
favorecen la biodisponibilidad de los

contaminantes al establecer un equilibrio de
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desorcion-solubilizacion, desplazan
preferentemente el equilibrio hacia la fase
acuosa y permiten que se lleven a cabo los
diferentes procesos de transporte (difusivo y
convectivo) y biodegradacion del
contaminante (Rosenberg & Ron, 1999;

Kitamoto et al., 2002).

VENTAJAS Y DESVENTAJAS

Los biosurfactantes adecuados para ser
aplicados en procesos de biorremediacion,
deben ser de baja ecotoxicidad, producidos
por microorganismos inocuos, tener una alta
actividad tensoactiva bajo condiciones
ambientales extremas de pH, temperatura,
salinidad y que ademas en el proceso de su
produccién la cepa del microorganismo tenga
una alta eficiencia.

Con respecto a los surfactantes
sintéticos, los biosurfactantes tienen ventajas
y desventajas que se muestran en la tabla 2
(Singh et al., 2007; Rahman & Gakpe, 2008).
Los biosurfactantes son  compuestos
extracelulares, biodegradables, tienen baja
toxicidad, los glucolipidos de Rhodococcus
sp. 413, son 50% menos toxicos que el
Tween80. Los biosurfactantes pueden ser
producidos a partir de materias primas
baratas (residuos y subproductos
industriales). La utilizacibn de sustratos
baratos es de particular importancia para
reducir los costos de produccion de BS para
aplicaciones farmacéuticas, cosméticas y
alimenticias.
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Tabla 2. Comparaciéon de las ventajas y desventajas de los biosurfactantes (Rahman y Gakpe
2008).

VENTAJAS

DESVENTAJAS

v" Son extracelulares y biodegradables

AN

Baja ecotoxicidad

v" Amplio espectro de actividad tensoactiva a
condiciones de pH, salinidad y temperatura
extremos

v' Propiedades emulsificantes, dispersantes
similares a los SS

v" Ambientalmente aceptables en procesos de
biorremediacion de sitios contaminados con
hidrocarburos

v" Incrementa la eficiencia de remociéon de

petréleo

x  Regulacion de la sintesis de
biosurfactantes poco comprendida

% Produccidn costosa a gran escala

x Dificutad en la obtencion de

biosurfactantes puros

RUTA BIOTECNOLOGICA DE
PRODUCCION DE BIOSURFACTANTES
MICROBIANOS A PARTIR DE RESIDUOS
AGROINDUSTRIALES

A partir del aislamiento de cepas de
hongos o bacterias preferentemente de
ambientes contaminados, se realiza la
seleccion de las cepas microbianas
potencialmente productoras de BS mediante
el cultivo en agar con medios selectivos y
diferenciales, particularmente se busca la
actividad hemolitica, los halos del crecimiento
de las colonias microbianas sobre el agar,
proporcionan informacion sobre posibles
cepas candidatas productoras de
biosurfactantes.

Posteriormente las cepas seleccionadas

son adaptadas a crecer en condiciones de
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laboratorio en medio liquido, para ello es
indispensable evaluar fuentes de carbono
adecuadas. Se conoce que los
biosurfactantes son sintetizados a partir de
parafinas, sin embargo recientemente se
emplean residuos provenientes de la
agroindustria (plaguicidas y residuos de
cosechas agricolas) ya que son materia
prima barata, accesible y paralelamente
permite abatir un problema de
contaminacion, ver tabla 3 (Cassidy & Hudak,
2001; Kitamoto et al., 2002; Abasi et al.,
2011; Abasi et al, 2013). Las materias
primas como la glicerina residual y residuos
de aceites vegetales, podrian ser viables
para la produccién de biosurfactantes, en
funciéon de las altas concentraciones que se

obtienen. En condiciones de laboratorio, se
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ha reportado que la limitacién en nitrégeno
estimula la produccién de BS, por ésta razon
se debe considerar al momento de Ia
elaboracion del medio de cultivo (Ron &
Rosenberg, 2001). Abbasi et al. (2011),

demostraron la produccién de biosurfactantes

vegetales y residuos de la industria de
alimentos. En su estudio la cepa de
Pseudomonas aeruginosa MAOQO1 logr6 la
produccién de biosurfactantes (glucolipidos)
enl2 g/l y un indice de emulsificacion del
50%.

a partir de residuos de frutas, aceites

Tabla 3. Fuentes de carbono y concentracion final de biosurfactantes microbianos

Biosurfactante Microorganismo Concentracion Fuente
final (g I'") de Carbono

Manosileritritol lipido

MEL-A,-B and —C Candida antarcitica T-34 140 n-Octadecano
47 Aceite de soya

MEL-SY16 C. Antarctica KCTC 7804 41 Glycerol, acido

oleico

Ramnolipido

RL-1, -2, -3 Pseudomonas sp. DSM 2874 15 n-Tetrdecano

RL-1y-2 P. aeruginosa DSM 7107 112 Aceite de soya

RL-1y-2 P. aeruginosa Ul 29791 46 Aceite de maiz

RL-A y-B P. aeruginosa BOP 101 14 n-Parafina

Trehalosa lipido

Trehalosa-tetraester R. erythropolis DSM 43215 32 n-Decano

STL-1y-2 R. erythropolis SD-74 40 n-Hexadecano

Celobiosa lipido

CL-A,-By-C Ustilago maydis ATCC 14826 16 Aceite de coco

Soforosa lipido

SL mezcla C. bombicola ATCC 22214 422 Suero de leche

SL mezcla C. bombicola CBS 6009 317 Glucosa esteres
SL mezcla (SL-1: 73%) C. bombicola ATCC 22214 160 Aceite de canola
SL (lactona) C. apicola IMET 43747 90 Aceite de girasol

Fuente: Modificado de Kitamoto et al. 2002.

Adicionalmente deben establecerse las pH, temperatura y tiempo de incubacién. En

condiciones de cultivo 6ptimas de agitacion, el caso del cultivo a escala de laboratorio de
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P. aeruginosa y Klebsiella sp., se realizan
bajo condiciones aerobias y meséfilas en
cultivos en lote con cinéticas de alrededor de
70 horas (Lee et al., 2008; Arutchelvi et al.,
2011).

Para determinar la presencia de
biosurfactantes totales (glucolipidos) en el
medio de cultivo es recomendable llevar a
cabo ensayos de deteccion de azUlcares, los
métodos de antrona, Fehling y DNS son los
mas comunes, para cuantificar ramnosa y
trehalosa, elaborando previamente la curva
patrén respectiva.

Posterior a su cultivo, la siguiente etapa
es la recuperacion y purificacion, en la tabla 4
se reportan los métodos mas usados
dependiendo de los tipos de BS. El método
comunmente empleado para la recuperacion
es la centrifugacién, en virtud de que los
biosurfactantes de origen microbiano son

compuestos son extracelulares. El

sobrenadante colectado, puede ser
concentrado mediante  extraccién  con
solventes orgénicos, es indispensable
considerar mezclas de solventes con
diferentes polaridades, v. gr. cloroformo:
metanol (2:1 v/v), ya que se trata de
muestras con  extractos crudos de
biosurfactantes totales, también es posible
implementar la precipitacion acida (pH 3) con
acido clorhidrico o bien precipitacion por
sulfato de amonio. La cromatografia en capa
fina (TLC por sus siglas en inglés) se realiza
para la deteccion de glucolipidos y al mismo
tiempo tener informacién parcial sobre su
composicion  bioquimica, para ello se
emplean placas de silica gel y un sistema de
solventes como cloroformo:metanol:acido
acético (Kim et al.,, 1999; Kuyukina et al.,
2001).

Tabla 4. Métodos de separacién para la extraccién y purificacién parcial de biosurfactantes
(Kretschmer et al. 1982, Kuyukina et al. 2001, Singh et al. 2007).

METODO DE SEPARACION

TIPO DE BIOSURFACTANTE

Adsorcion Ramnolipidos, lipopéptido, glucolipidos

Centrifugacion Glucolipidos
Cristalizacion Celobiolipidos, glucolipidos
Diafiltracion y precipitacion Glucolipidos

Extraccién con solvente Trehalolipidos, soforolipidos

Precipitacion con acetona Bioemulsionantes

Precipitacion con &cido Surfactina
Precipitacion con sulfato de amonio Emulsan, biodispersan

Ultrafiltracion Glucolipidos
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A fin de seleccionar BS con mejores
caracteristicas tensoactivas, a los extractos
previamente concentrados, se les hace la
prueba de indice de emulsificacion la cual
consiste brevemente en mezclar
vigorosamente varias dosis de BS con
diferentes fases hidrofobicas (aceites
minerales, sintéticos, vegetales), se mide la
altura de la emulsién con respecto a la altura
total del liquido y se reporta el porcentaje de
emulsién 24 horas después. Adicionalmente
se hace la prueba de tension superficial la
cual es reportada en mili Newton por metro
(mN/m) y es cuantificada por el método del
anillo de Niioy con ayuda de un tensiémetro
previamente calibrado (Smyth et al., 2010).
Cabe mencionar que ambas pruebas deben
estar validadas por un andlisis estadistico.

Para realizar la caracterizacion y analisis
guimico estructural, las muestras de los BS
seleccionados son estudiadas por espectro
de infrarrojo y cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (Deziel
et al., 1999; Smyth et al., 2010; Thavasi et
al., 2011).

ESTRATEGIAS PARA DISMINUIR COSTOS
EN LA PRODUCCION DE
BIOSURFACTANTES

Las principales razones por las que esta
limitada la produccién de BS microbianos a
nivel industrial, son el uso de sustratos
costosos, asi como los altos costos de los
procesos de separacion y purificacion. Las
estrategias que se pueden abordar para
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lograr abatir estos costos segin Singh et al.
(2007) y Pacwa-Ptociniczak et al. (2011) son:

o La seleccion de sustratos
alternativos baratos (v. gr. residuos
agroindustriales) adecuados para su
uso como fuente de carbono para la
sintesis de BS

o Disefio de un bioproceso
eficiente, mediante la optimizacién de
las condiciones de cultivo en escala
de laboratorio y piloto.

o Disefio experimental para
validacién de resultados con pruebas
estadisticas.

o La disminucion de los costos
por los procesos de separacion del
BS, depender4d del numero de
procedimientos que se requieran
para extraer el producto, entre los
que destacan la extraccibn con
solventes econdmicos y de bajo
impacto ambiental, precipitacion
acida, precipitacion con sulfato de
amonio, cristalizacion, centrifugacion,
adsorcién y fraccionamiento con
espuma (Tabla 4) (Kuyukina et al.,
2001).

o Incrementar la produccién y
rendimiento a través del desarrollo
de cepas mutantes o recombinantes

sobre productoras de BS.

USO POTENCIAL DE RESIDUOS
AGROINDUSTRIALES EN CHIAPAS
En el Estado de Chiapas, existe una

fuerte actividad agroindustrial principalmente
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en los municipios de Acala, Cintalapa,
Comitan, Chicomuselo, Chilon, Jiquipilas, La
Concordia, Ocosingo, Socoltenango, Tonal4,
Villacorzo, Villaflores, Villa de las Rosas entre
otros. En la entidad se producen diversos
cultivos ciclicos como maiz, frijol, sorgo,
soya, cacahuate, ajonjoli; y cultivos perennes
como café, cacao, cafia de azlcar, mango,
platano y palma de aceite. A estos productos
se les dedica méas del 95% de la superficie
cultivada. Como consecuencia de la intensa
actividad agricola, en el Estado de Chiapas
se generan anualmente entre 28,000 -
140,160 toneladas de
agroindustriales de bagazo de la cosecha
agricola (SAGARPA, 2007; Valdéz-Vazquez
et al., 2010).

Paralelamente en los municipios de

residuos

Tuxtla Gutiérrez y Tapachula se encuentran
actualmente instaladas dos estaciones de
produccioén de biodiesel, cuya produccion se
basa en la transesterificacion del aceite
vegetal. Al final del proceso se obtiene un
10% de glicerina cruda cuya composicién es
50 a 60 % de glicerol, 12-16 % Aalcalis en
forma de jabén e hidroxidos, 15-18 % de
éster metilico, 8-12 % de metanol, 2-3 % de
agua. En consecuencia, el crecimiento
industrial del biodiesel ha provocado un
excedente de glicerina cruda ademas de la
generacion de aguas residuales del mismo
proceso (SENER, 2006).

En Chiapas los residuos agroindustriales
y la glicerina residual han comenzado a ser
aprovechados para la produccion de metano

por digestibn anaerobia ya que se ha
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reportado que este tratamiento representa
una alternativa para la generacion de energia
renovable a partir de la reutilizacion de estos
residuos organicos (Mata-Alvarez et al.,
2000; Alvarez-Maciel, 2009; Palatsi et al.,
2011). La eficiencia de produccién de metano
estéd influenciada, entre otros aspectos, por la
solubilidad de los sustratos empleados, ésta
eficiencia podria verse incrementada con la
adicion de biosurfactantes que favorezcan la
biodisponibilidad. (Siles-Lopez et al., 2009;
Garcia et al., 2011; Aguilar, 2013).

Los residuos agroindustriales citados
anteriormente generados en la entidad
chiapaneca son materia prima barata,
abundantes todo el afio y pueden ser
aprovechados como fuente de carbono para
el cultivo de cepas microbianas productoras
de compuestos con actividad tensoactiva
(Garcia-Pefa et al., 2011; Tenca et al., 2011;
Aguilar, 2013). Se ha comprobado que
mediante el uso de residuos agroindustriales
del procesado de aceite de palma, canola,
soya, glicerol, suero de leche se puede
incrementar hasta 10 veces la produccion de
BS respecto a la glucosa (Makkar et al.,
2011).

APLICACIONES POTENCIALES DE LOS
BIOSURFACTANTES

Los biosurfactantes de origen microbiano
por sus propiedades emulsificantes y
tensoactivas tienen una amplia gama de
aplicaciones en sectores industriales diversos
como se puede observar en la tabla 5. Desde

la industria petroguimica en el proceso de
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extraccion en pozos, aplicaciones mineras, industria farmacéutica y cosmética como
ambientales en procesos de biorremediacion agentes antimicrobianos, espesantes Yy
de suelos, hasta aplicaciones agricolas, en la espumantes (Muller et al. 2012).

industria alimenticia como espesantes, la

Tabla 5. Aplicaciones industriales potenciales de los biosurfactantes.

INDUSTRIA APLICACION Y FUNCION DEL BIOSURFACTANTE

Petrolera Recuperacion mejorada del petréleo. Mejora el drenaje de aceite en pozo;
estimula la liberacion de petréleo atrapado; humectacion de superficies solidas;
reduccion de la viscosidad del aceite; disminucion de la tension interfacial.

Mineria Agentes secuestrantes, espumantes y flotantes de metales

Ambiental Biorremediacién. Emulsificacion de hidrocarburos; disminucion de la tensién
interfacial; agente dispersante y espumoso; proceso de lavado de suelo.
Tratamiento de lodos de aguas residuales en residuos aceitosos

Alimenticia Emulsionante, solubilizante, desemulsionante. Suspensién, agente humectante

espumoso; espesante, agente lubricante. Ingrediente funcional agente protector
gue interactta con lipidos, proteinas y carbohidratos.

Farmacéutica Antibacteriales. Anti fangicos; agentes antivirales; agentes adhesivos; moléculas

inmunomoduladoras; vacunas

Agricola Biocontrol Mecanismos de biocontrol de parésitos, plagas

Bioprocesamiento Elaboracion secundaria. Biocatalisis en sistemas acuosos de dos fases y
microemulsiones, biotransformaciones, recuperacion de productos intracelulares;

mayor produccion de enzimas extracelulares y productos de fermentacion

Cosmética Productos de salud y belleza. Emulsionantes, agentes espumosos,
solubilizantes, agentes humectantes, productos de Ilimpieza, agente
antimicrobiano.

CONCLUSIONES es importante  explorar cepas de

Los biosurfactantes de origen microbiano,
por su actividad tensoactiva, emulsificante y
dispersante, son considerados como
productos biotecnolégicos alternativos para la
sustitucion de surfactantes sintéticos. El
estado de Chiapas, tiene una posicion

privilegiada en biodiversidad, por esta razon
BioTecnologia, Afio 2013, Vol. 17 No. 3

microorganismos potencialmente productoras
de biosurfactantes y el papel que estos
juegan en ambientes  conservados.
Paralelamente los residuos agroindustriales
de frutas, suero de leche, aceites vegetales,
glicerol crudo (subproducto del biodiesel)

generados en la entidad chiapaneca,
23
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representan un nicho de oportunidad para su
aprovechamiento como materias primas
baratas y accesibles, en la produccion de BS

a través de métodos biotecnolégicos.
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RESUMEN

Histéricamente, disefiar procesos bioldgicos artificiales al estilo de la ingenieria habia parecido
un suefio inalcanzable, sin embargo, hoy en dia ya es una realidad y la disciplina encargada de
hacerlo es la Biologia Sintética. El hecho que diferencia a esta area de la ingenieria genética
tradicional, es el uso de modelos matematicos para predecir el comportamiento de sistemas
biologicos artificiales, tal como sucede en las ingenierias bien establecidas. Actualmente, sus
principales aplicaciones se encuentran en el desarrollo de mejores procesos de produccién
industrial y en el desarrollo de biofarmacos, biocombustibles, biomateriales, etc. e inclusive en la
sintesis de bacterias y virus artificiales. La convergencia de la Biologia Sintética con otras areas
tales como la biotecnologia farmacéutica y la nanotecnologia, abre un sinfin de posibilidades para
desarrollar tecnologia capaz de revolucionar la industria y la humanidad en niveles inesperados.
Asi, el objetivo de esta revision es brindar un panorama general en esta materia haciendo incapié
en su creacion como resultado de la inventiva y curiosidad del hombre; definir los elementos que la
componen y mostrar algunas de las aplicaciones actuales para ofrecer las perspectivas de
desarrollo en un futuro préximo.
Palabras clave: Biologia sintética, ingenieria, disefio biolégico.

ABSTRACT

Historically, designing of artificial biological processes using engineering seemed to be an
impossible dream, nevertheless, currently this is possible using Synthetic Biology. The fact that
distinguishes such an area from the traditional genetic engineering is the use of mathematical
models to predict the behavior of artificial biological systems. The main current applications of this
novel area are: the establishment of more efficient industrial processes, as well as the development
of new biopharmaceuticals, biofuels, biomaterials, etc. and even the synthesis of artificial bacteria
and viruses. The convergence of Synthetic Biology with other areas such as pharmaceutical
biotechnology and nanotechnology opens a large number of possibilities to revolutionize the
industry and humanity at unexpected levels. Thus, the aim of this review is to provide an overview

of Synthetic Biology, with emphasis on its creation as a result of human inventiveness and curiosity;

BioTecnologia, Ao 2013, Vol. 17 No. 3 29



Articulos

defining the elements that play an important role in its development, and showing some of its

current applications, in order to offer a better perspective of its use in the near future.

Key words: Synthetic biology, engineering, biologic design.

SURGIMIENTO DE LA BIOLOGIA
SINTETICA

A partir del desarrollo industrial vivido
por la humanidad desde mediados del siglo
XVIIl hasta nuestros dias, un problema
recurrente durante siglos ha sido hallar
nuevas y mejores formas de optimizar los
procesos productivos, tanto para ahorrar
costos de inversion como para maximizar el
margen de beneficios (Fraser, 1973). Este
problema ha sido, en gran medida, el motor
del desarrollo tecnolégico imperante durante
esta era. Sin embargo, hay que sefalar que
como resultado de los avances tecnoldgicos
sin control, actualmente la humanidad se
enfrenta a nuevos desafios tales como la
escasez de materias primas (recursos
naturales), la extincibn de antiguos
ecosistemas, el cambio climatico y la
contaminacion ambiental (Fraser, 1973;
Swilling, 2013; Wang Y & Liang, 2013). Estos
fendbmenos inesperados afiaden nuevos
problemas al sector industrial, ya que ahora
se debe maximizar a eficiencia en la
administracion de los recursos naturales para
mantener una produccién rentable (Wang Y
& Liang, 2013).

Para la industria biotecnoldgica, esto
supone un nicho de oportunidad para el
desarrollo de fuentes de energia alternativa,

optimizacién de sistemas de produccion de

BioTecnologia, Ao 2013, Vol. 17 No. 3

metabolitos, desarrollo de tecnologias para
fortalecer la produccion agroindustrial,
etcétera. Aparentemente la ingenieria
genética convencional es la clave para
desarrollar  tecnologia  eficiente  para
solucionar la problematica contemporanea,
sin embargo, en la practica se ha visto que
existen limitantes importantes tales como el
desconocimiento de los efectos fisiologicos
que tiene el suministro genes externos a nivel
celular, tisular y sistémico. El impacto de este
problema queda de manifiesto con las
historias de éxito (Blaese et al., 1995) y de
fracaso (Hacein-Bey-Abina et al., 2008) de la
terapia génica. Por consiguiente, debe
encontrarse la forma de optimizar a la
ingenieria genética para poder usar todo su
potencial. Idealmente, la forma de
perfeccionar la ingenieria genética seria el
poder disefiar procesos hioldgicos artificiales,
controlables y predecibles; tal como las
ingenierias convencionales diseflan toda
clase de sistemas. Con miras a alcanzar este
ideal escenario ha surgido un area
emergente llamada Biologia Sintética, cuyo
objetivo consiste precisamente en la creacion
de procesos biolégicos artificiales al estilo de
la ingenieria (Endy, 2005; Cheng & Lu,
2012).

Para sorpresa de muchos, el concepto de

la Biologia Sintética es mas viejo que el
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descubrimiento de la ingenieria genética en
si. De hecho, su origen tiene mas de cien
afios de antigiiedad, y fue expuesto por
primera vez en el libro “La Biologie
Synthétique, étude de biophysique” (1912)
del visionario francés, Stéphane Leduc. En
este trabajo se postulaba que la biologia
podia ser explicada en base a las leyes
fundamentales de la quimica y de la fisica;
asimismo, se afirmaba que los sistemas
biolégicos debian ser estudiados con
modelos matematicos para  obtener
informacién a profundidad de los mismos y
también dejaba abierta la posibilidad de que
algin dia, estos sistemas podrian ser
creados de manera racional por la ingenieria,
tal como ocurria con los sistemas mecanicos
(Leduc, 1912). Los campos de aplicacién que
Leduc propuso para la Biologia Sintética eran
los sistemas dinamicos aplicados a la
biologia, sintesis de células, sintesis de
tejidos, organogénesis, biomecanica,
bioenergia, fisiologia, desarrollo vy el
procesamiento sensorial de la informacion
(Leduc, 1912). Desafortunadamente el suefio
de Leduc no prosper6 en su tiempo,
basicamente porque la Biologia Sintética en
ese momento no podia cumplir con los

requisitos bésicos de una ingenieria
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convencional, los cuales son: 1) tener uno o
mas tipos de sistemas para estudiarlos con
modelos matematicos, por ejemplo sistemas
térmicos y/o mecéanicos (Ogata, 2010;
Boukas & Sunni, 2011); 2) contar con
métodos para construir, evaluar y optimizar
dispositivos para trabajar con los sistemas de
interés (Ogata, 2010; Boukas & Sunni, 2011);
y finalmente, 3) usar a la ingenieria de control
para manipular los sistemas de eleccion
(Ogata, 2010) (Fig. 1). Para beneplacito de
Leduc, lo que hasta hace un par de décadas
parecia una auténtica utopia, ya es una
realidad en gran medida por los adelantos
tecnolégicos realizados en el estudio de las
propiedades de los sistemas biolégicos
(biologia de sistemas y émicas) (Klipp et al.,
2005; Fazenda et al., 2013), por el desarrollo
de nuevos métodos para sintetizar
“dispositivos biolégicos” (ingenieria genética)
(Falke et al., 2002; Endy, 2005; Sayut et al.,
2009; Sleight et al., 2010; Callura et al., 2012;
Cheng & Lu, 2012), y por el estudio de las
propiedades de regulacion  bioldgica
(Kremling & Saez-Rodriguez, 2007; Iglesias
& Ingalls, 2010; Cosentino & Bates, 2012)
necesarias para establecer sistemas de
control.
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Métodos de

Ingenieria

mplementacién Ingenieriade

Control

Fig. 1 Caracteristicas de la ingenieria tradicional. Todas las ingenierias convencionales tienen un
grupo de sistemas de estudio, para los cuales se disefian estrategias para manipularlos mediante
la ingenieria de control, y finalmente se cuenta con métodos practicos para tomar el control de

dichos sistemas en la forma deseada.

Esto no quiere decir que la Biologia
Sintética actualmente sea una ingenieria
totalmente formada; en realidad se trata de
un &rea en crecimiento continuo (Endy, 2005;
Cheng & Lu, 2012). De hecho, en los ultimos
20 afios se han realizado esfuerzos por
mejorar la creacion de  dispositivos
biolégicos, los cuales no son otra cosa que
grupos de biomoléculas con la capacidad de
ejecutar alguna funcién determinada (Voigt,
2006; Stratton & Loh, 2011; Wang B et al.,

BioTecnologia, Afio 2013, Vol. 17 No. 3

2011). Interesantemente estos dispositivos
pueden realizar funciones de la misma
manera que los dispositivos convencionales,
por ejemplo, es posible crear filtros y
amplificadores (Basu et al., 2005; Ajo-
Franklin et al.,, 2007) al estio de la
electronica. Los dispositivos biolégicos estan
construidos con interacciones intracelulares y
las sefiales son de tipo bioquimico en lugar
de eléctricas (Fig. 2). Cabe sefialar que los

dispositivos biol4gicos pueden ser
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construidos para que funcionen en todos los
niveles de regulacion bioldgica, desde las
redes genéticas artificiales (Berens & Hillen.,
2003; Buchler et al., 2003; Ameres et al.,
2005; Guido et al., 2006; Buchler & Cross,
2009), pasando por los riboreguladores (Win
& Smolke, 2008; Lucks et al., 2011), por las
redes metabdlicas de disefio (Lee et al.,
2012; Fazenda et al., 2013), hasta por las

u(t)

~ >| G(s)
Senal de entrada

u(t)

y

vias de sefializacion artificiales (Yeh et al.,
2007), llegando inclusive hasta sistemas de
comunicaciéon célula-célula (Basu et al.,
2005; Dannino et al., 2010; Ortiz & Endy,
2012). Asi, la Biologia Sintética ofrece un
mundo de posibilidades para crear toda clase
de procesos; y por consiguiente la pregunta

es: ¢ Y cémo lo hace?

(1)

Senal de salida

1 ()

Fig. 2 Propiedades de los sistemas. Al igual que los sistemas mecéanicos, eléctricos, Yy
termodinamicos; los sistemas biolégicos cumplen con propiedades dinamicas que sirven para
confeccionar toda clase de dispositivos. En la figura se esquematizan las propiedades de un filtro
pasa-bajo, es decir, un filtro que nulifica todas las sefiales inferiores a cierto umbral, comparadas
con el funcionamiento mecénico de una de sefializacion al estilo de las MAP cinasas.
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ELEMENTOS QUE COMPONEN LA
BIOLOGIA SINTETICA

Como cualquier otra ingenieria, la
Biologia Sintética tiene una fase de andlisis,
en la cual se debe estudiar el sistema de
interés usando el conocimiento disponible al
respecto, junto con modelos mateméaticos
para visualizar el comportamiento del sistema
(Ogata, 2010; Boukas & Sunni, 2011). Los
modelos mas usados en Biologia Sintética
son los modelos de variables continuas, de
entre los cuales se destacan los sistemas de
ecuaciones diferenciales ordinarias, aunque
también se pueden usar sistemas de
ecuaciones diferenciales parciales, modelos
discretos, y modelos estocasticos (Klipp,
2005). Después se pasa a la fase de disefio,
en la cual se proponen muchas posibles
soluciones para el problema a resolver; se
evallan todas estas propuestas usando
analisis matematicos y  herramientas
computacionales, y se elige a la o las
mejores propuestas para implementarse
(Ogata, 2010; Boukas & Sunni, 2011).
Finalmente, en la fase de implementacion, se
construyen los dispositivos seleccionados por
la teoria, se prueban experimentalmente y
se ajustan para obtener el rendimiento
deseado (Ogata, 2010; Boukas & Sunni,
2011). A simple vista podria parecer muy
complicado todo este procedimiento, sin
embargo, desde 1922 se sabe que usar esta
metodologia permite ahorrar tiempo, recursos
y esfuerzo a la hora de construir dispositivos
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nuevos (Ajo-Franklin et al., 2007; Ogata,
2010).

Ciertamente, para desarrollar vias
metabolicas artificiales y todos esos sistemas
complejos, se requiere de estructuras de
control bien definidas. Sin embargo, en
Biologia Sintética hay pocos trabajos que
aborden a profundidad el ensamblaje de
sistemas de control per se (Oldham et al.,
2012). Los sistemas de control permiten
manipular un proceso de interés articulando
varios dispositivos auxiliares como son los
controladores, los actuadores y los sensores
(Ogata, 2010; Cosentino & Bates, 2012). Los
controladores son dispositivos que se
encargan de dirigir el funcionamiento general
del proceso mandando sefiales de control a
los actuadores y recibiendo sefiales de
entrada desde el exterior (Ogata, 2010;
Boukas & Sunni, 2011; Cosentino & Bates,
2012). Los actuadores son dispositivos que
cambian fisicamente el funcionamiento del
proceso de interés (Ogata, 2010; Cosentino
& Bates, 2012), y finalmente los sensores se
encargan de medir la calidad de la respuesta
emitida por el proceso de interés, con la
finalidad de mandarle los datos al controlador
para que éste mande “instrucciones” para
modificar el funcionamiento del sistema
(Ogata, 2010; Boukas & Sunni, 2011,
Cosentino & Bates, 2012). A grandes rasgos
los sistemas de control pueden contar con la
retroalimentacion proporcionada por
sensores (estructura de lazo cerrado) o
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prescindir de ella (estructura de lazo abierto,
Fig. 3) (Cosentino & Bates, 2012).

Un magnifico ejemplo de un sistema de
control bioldgico fue el trabajo realizado por
Win y Smolke (2008). En dicho trabajo se
desarroll6 una dispositivo de RNA con una
estructura de control de lazo abierto, para
regular la expresion de una proteina (Fig. 3).
En este caso el proceso a controlar es la

expresion de una proteina, el actuador es

u(1)

éc

una ribozima fusionada al mRNA de la
proteina de interés, que constitutivamente se
esta autodegradando, y el controlador es una
estructura de RNA fusionada al actuador. En
presencia de un metabolito inductor (sefial de
entrada), el controlador induce un cambio
conformacional en el actuador, evitando la
autodegradacion de la ribozima, y por
consiguiente se permite la traduccion del
mMRNA a proteina (Win & Smolke, 2008).

(1)

—i— P —

@
u(t) o®

Conel inductor
(senal de entrada)

CAP — ) é Poly(A) memp CAP —{) ég Poly(A) =3 »(1)

—_—

Sin el inductor

E Poly(A)

cap —g—

¢ Degradacion

Expresic’m de proteinas
(sefial de salida)

Fig. 3 Dispositivo bioldgico fabricado con RNAs (Win & Smolke, 2008). En presencia del inductor,
el controlador (estructura de RNA) cambia su conformacion, y en respuesta a este estimulo, el
actuador (ribozima) permite la traducciéon de un mRNA. Este mecanismo recuerda mucho a un

sistema de control de lazo abierto (parte superior).
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APLICACIONES DE LA BIOLOGIA
SINTETICA

A pesar de no estar completamente
formada, la Biologia Sintética esta siendo
usada para crear toda clase de aplicaciones;
muchas de ellas encaminadas a solucionar la
problematica mencionada al principio de este
articulo. Por ejemplo, hoy en dia se usa para
desarrollar nuevas cepas para produccion
(Ming et al., 2010); algunas con capacidades
bastante singulares como por ejemplo, la
capacidad de alternar la produccion de
metabolitos (Callura et al., 2010), otras con la
capacidad de auto-regularse (Beisel et al.,
2008; Dragosits et al., 2012) o con la
capacidad de ajustar sus tiempos de
produccién (Ellis et al., 2009); inclusive con la
capacidad de “recordar que ya han sido
activadas” y mantener la expresion de una
proteina de interés indefinidamente (Ajo-
Franklin et al., 2007). El enfoque ingenieril de
la Biologia Sintética también se usa para
optimizar fermentaciones industriales (Moser
et al., 2012; Marisch et al.,, 2013), para
optimizar los procesos de manufactura y
disefio de RNAs de interferencia (Fellmann et
al., 2011); para desarrollar nuevos
biocombustibles  (Stephanopoulos, 2007);
para producir nuevos biomateriales (Xia et
al., 2010); para potenciar la ingenieria de
tejidos y la medicina regenerativa (Carey et
al., 2008); para desarrollar sistemas de
produccién de farmacos convencionales
(Medema et al., 2011) y de vacunas

(Kindsmuller & Wagner, 2011); vy, en la
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sintesis de nuevos biofarmacos para
combatir enfermedades: neuroldgicas (Tang
et al.,, 2009; Garriga-Canut et al., 2012),
metabolicas (Ye et al., 2013), cancer (Falke
et al, 2002), tuberculosis, malaria, e
infeccion por VIH (Kindsmiller & Wagner,
2011), e inclusive algunos de los biofarmacos
mas sorprendentes estdn enfocados en la
restitucion de la visién para ciertos tipos de
ceguera (Verrier et al., 2011) y para eliminar
bacterias resistentes a antibidticos (Lu &
Collins, 2009). Ahondando un poco mas en
este punto; Lu & Collins (2009) en un intento
por crear biofarmacos para combatir
genéricamente el problema de las cepas
bacterianas resistentes a  antibitticos,
disefiaron  versiones  modificadas  del
bacteriofago M13 con la capacidad de
expresar, en presencia de antibiéticos, genes
para interferir con la respuesta SOS (lexA),
genes capaces de potenciar el dafio por
estrés oxidativo (SoxR) y genes para facilitar
la entrada de antibidticos en las células
bacterianas (OmpF). Interesantemente, estos
biofarmacos mostraron resultados
prometedores al ser evaluados en ensayos in
Vivo; no obstante, el aspecto mas resaltable
de este trabajo es que en él se plantea la
posibilidad de disefiar a través de la Biologia
Sintética, nuevos biofdrmacos més precisos
contra toda clase de padecimientos, sin
importar su grado de complejidad (Lu &
Collins, 2009).

Por otra parte, aplicaciones menos

ortodoxas de la Biologia Sintética se enfocan
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a la transformacion de células tumorales en
microgeneradores de electricidad (Justin et
al., 2011); al disefio de células artificiales
productoras de energia (Xu & Lavan, 2008);
y, al desarrollo de hojas artificiales para ser
usadas como paneles solares altamente
eficientes (Bar-Even et al.,, 2010; Barber &
Tran, 2013), de células artificiales con
sistemas de control hibridos, en los cuales se
usan genes como controladores y
nanomaquinas como actuadores (Franco et
al., 2011), y finalmente de bacterias (Gibson
et al., 2008) y virus artificiales (Jaschke et al.,
2012). Un interesante ejemplo de estas
aplicaciones de tipo no ortodoxo, se reporta
en el trabajo realizado por Franco y colegas
(2011); cuya investigacién se enfocod en
recrear osciladores bioldgicos en sistemas
libres de células. Para lograr este fin, ellos
acoplaron entre si a varias hanomaquinas
conocidas como “pinzas de DNA’. Estos
dispositivos de DNA estaban compuestos por
dos dominios de doble cadena en los que se
encontraban genes para RNAs no
codificantes conectados por una bisagra; en
la region promotora de cada dominio de
doble cadena, habia un dominio de cadena
sencilla conocido como “‘mano”, que era
capaz de unirse a un oligonucleétido blanco
para cerrar la pinza e iniciar la transcripcion
del RNA no codificante. Sorprendentemente,
al sincronizar varias pinzas de DNA, ademas
de crear un oscilador, ellos fueron capaces
de controlar el periodo y la amplitud de las
oscilaciones presentadas en las

concentraciones de los RNAs no codificantes
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(Franco et al., 2011). Pese a ser un trabajo
gue no se realiz6 en células, el estudio
plantea la posibilidad de crear sistemas de
control biolégicos capaces de coordinar
simultdneamente  varios  procesos, Yy
eventualmente, esto podria conllevar a la
creacion de organismos completamente
artificiales, con funciones y propiedades
verdaderamente Unicas.

Es interesante observar como a
medida de que la Biologia Sintética se
desarrolla, comienza a interaccionar con
sistemas mecatronicos convencionales para
formar mejores paneles solares (Barber &
Tran, 2013), y con

para crear células

sistemas
nanotecnol6gicos
artificiales (Doktycz & Simpson, 2007;
Jungmann et al., 2008). Por consiguiente, en
un futuro no muy lejano la visiébn de Leduc
serd superada por la realidad, y la Biologia
Sintética revolucionara el mundo industrial de
formas insospechadas. Es altamente
probable que la Biologia Sintética en
conjunto con las ingenierias  bien
establecidas, puedan resolver los problemas
asociados a los retos econdémicos que
vivimos actualmente, y logren crear la
tecnologia requerida para suplir al petréleo,
reciclar los materiales intratables,
descontaminar el medio ambiente e inclusive
generar microclimas en pro de la vida en la
tierra 'y el desarrollo industrial sustentable. En
nuestro laboratorio se estudia a profundidad
el disefio de sistemas de control biol6gico no-
lineales de multiples entradas y mdiltiples

salidas, con la finalidad de aplicar este
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conocimiento en la creacién de biofarmacos
mas eficaces contra la infeccién del VIH,

agente causal del SIDA.
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RESUMEN

Durante las Ultimas dos décadas se ha demostrado que el uso de sustancias humicas (SH) y
sus analogos quinonas pueden actuar como mediadores redox (MR) incrementado la velocidad de
reduccién de una amplia gama de contaminantes recalcitrantes como colorantes azo, compuestos
nitroaromaticos y solventes polihalogenados. Sin embargo, es necesario implementar estrategias
gue permitan inmovilizar los MR en sistemas de tratamiento de aguas residuales a fin de evitar su
uso de forma continua. Ademas, es importante considerar la seleccion de MR apropiados (efectivos
y de bajo costo) como las SH, las cuales contienen una gran cantidad de grupos quinona y pueden
ser extraidas de distintos ambientes terrestres y acuaticos. En este trabajo se presentan los
avances en el uso de MR inmovilizados, asi como las opciones que pueden permitir la seleccién y
aplicacion de SH en procesos de biotransformacion reductiva de contaminantes.
Palabras clave: sustancias himicas, mediadores redox, (bio)transformacion, inmovilizacién.

ABSTRACT
During the last two decades it has been demonstrated that humic substances (HS) and their

quinone analogues can act as redox mediators (RM) accelerating the reduction rates of different
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recalcitrant pollutants such as azo dyes, nitroaromatic compounds, and polyhalogenated solvents.
Nevertheless, it is necessary to develop suitable strategies to immobilize RM in wastewater
treatment systems in order to prevent the addition of continuous doses. In addition, it is important to
consider the selection of suitable RM (cost-effective) such as HS, which contain large amount of
quinone groups and also because can be extracted from different terrestrial and aquatic

environments. This study presents advances on the use of immobilized RM, and also the options

allowing the selection and application of HS in reductive biotransformation of pollutants.

Key words: humic substances, redox mediators, biotransformation, immobilization

INTRODUCCION

Las sustancias humicas (SH) representan
la fraccibn méas abundante de materia
organica acumulada en ambientes acuaticos
y terrestres. Son compuestos poliméricos con
estructuras amorfas y alto peso molecular
gque se producen a partir de la
descomposicibon de materia  organica
presente en el suelo, proveniente
principalmente de plantas. Las SH contienen

un gran nimero de anillos arométicos y otras

estructuras alifaticas (Fig. 1) que son muy
recalcitrantes a la biodegradacién, lo cual es
evidente por los largos tiempos de residencia
en el suelo, que pueden variar desde 250 a
1900 afios (Stevenson, 1994). Sin embargo,
las SH no son estructuras inertes, de hecho,
debido a las caracteristicas que le confieren
sus grupos funcionales como los cetdnicos,
carboxilicos, aminos y quinonas, se
involucran en procesos microbiolégicos,
quimicos y fisicos.

COCOH COOH HOOC CH:=0

CH--OH
0 o
HO : : CH CH,

gl

s0; (l::o Estructura modelo de un acido hamico,

O‘O NH, propuesta por Stevenson (1994)

Antraquinona-2,6-disulfonato
(AQDS)

Fig. 1. Mediadores redox utilizados en procesos de biotransformacion de contaminantes.
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La presencia de grupos funcionales con
capacidad redox (como las quinonas)
presentes en las SH le confieren tres
funciones importantes: 1) como aceptor final
de electrones para la respiracion microbiana;
2) como mediador redox (MR, acarreador de
electrones) entre un donador de electrones y
un compuesto aceptor de electrones, ya sea
en procesos quimicos y/o microbiolégicos; y
3) como donador de electrones para la
reduccién microbiolégica de aceptores de
electrones mas oxidados, impactando
significativamente en la conversion redox y
destino de distintos contaminantes organicos
e inorganicos. A la fecha han sido reportados
una gran variedad de microorganismos
capaces de reducir SH o quinonas modelo.
La mayoria de los microorganismos
reductores del humus son bacterias y
arqueas reductoras del hierro, en donde
también se pueden incluir microorganismos
desnitrificantes, sulfato-reductores,
halorespiradores, metanogénicos y

fermentativos (Martinez et al. 2013a). La Fig.
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2 presenta las reacciones bidticas
(microbiolégicas) y abidticas presentes en la
reduccion y oxidacion de MR. La diversidad
microbiana capaz de utilizar SH en sus
procesos respiratorios, y la capacidad de
éstas en ceder electrones para la reduccion
de contaminantes recalcitrantes, representan
un potencial biotecnolégico importante que
puede permitir el mejoramiento de los
sistemas de tratamiento de aguas residuales
de la industria quimica, petroguimica y textil.
Sin embargo, es necesario vencer algunos
retos antes de intentar aplicar las SH en
sistemas de tratamiento de aguas residuales
a escala real. En este trabajo se presentan
los avances en el uso de MR, incluyendo SH,
quinonas modelo y materiales carbonaceos;
asi como el uso de fuentes adecuadas de SH
y su aplicaciéon en la biotransformaciéon de
contaminantes electrofilicos como colorantes
azo, compuestos nitroaromaticos y solventes
polihalogenados, los cuales son descargados
por industrias como la petroquimica, quimica
y textil.
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Sustratos organicos
N

Sulfuro \

, Percloratro

/ Compuestos azo

Nitroaromaticos

ZVI CPH
=
Fe(ll) ‘ Fe(lll), Mn(IV)
Ti(ll) citrato X R uvI)
Cstetmamer N/ N\l — _.---- NO,, NO,, N,O
MR reducido PO L As(V)
N > As(lll)
Cistina bt N,, NH,*
Ti(IV) citrato u(v)
Fe(lll) H ‘ Fe(ll), Mn(I)
| R
0]
Fe(ll) CDH
MR Oxidado
SO o polisulfuro )/ Aminas aromaticas
4
I, \\
U
> \ Aminas aromaticas

CO, + H,0, CMO

Clorato

Fig. 2. Mecanismo propuesto para la reducciéon anaerobia de contaminantes electrofilicos y Fe(lll)
utilizando mediadores redox. CMO, compuestos mas oxidados; CPH, compuestos
polihalogenados; CDH, compuestos deshalogenados; CN, compuestos nitroaromaticos. (Van der

Zee & Cervantes, 2009).

EL USO DE SUSTANCIAS HUMICAS
COMO MEDIADORES REDOX

En muchos estudios se ha indicado que
el grupo principalmente responsable de la
capacidad de transferencia de electrones en
el humus son las quinonas (Field et al.,
2000). Sin embargo, se ha reportado que
algunos grupos no quinona también

participan en la transferencia de electrones

BioTecnologia, Afio 2013, Vol. 17 No. 3

(Hernandez et al., 2012; Ratasuk & Nanny,
2007). La capacidad de las SH de actuar
como MR se debe a reacciones oxido-
reduccién entre sus grupos redox reactivos
con un donador y/o aceptor final de
electrones. Este proceso permite que las
qguinonas puedan ser recicladas para estar

nuevamente disponibles (Fig. 2).
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La capacidad de transferencia de
electrones de las quinonas y/o SH puede ser
utiizada para soportar la transformacion
reductiva de contaminantes electrofilicos
como colorantes azo, compuestos
nitroaromaticos y compuestos halogenados,
actuando como MR en reacciones que
pueden ser bioticas (microbiologicas) y
abidticas (Fig. 2). La presencia de MR
incrementa la velocidad de reduccién de los
contaminantes  electrofilicos en varios
ordenes de magnitud, y en algunos casos es
un requisito esencial para que ocurra la
reaccion. Van der Zee & Cervantes (2009)
publicaron un interesante articulo en donde
muestran que el pH, temperatura, potencial

redox, donadores de electrones y origen de

las SH, estan directamente relacionados con
el papel que tienen estos MR durante
transformaciones reductivas  bidticas o
abidticas. Por ejemplo, las SH deberan tener
un potencial redox ubicado entre el potencial
del contaminante electrofilico y el donador
primario de electrones. En otras palabras, el
potencial redox de las SH deberd ser mas
bajo o méas negativo que el potencial del
contaminante electrofilico e idealmente
mayor y menos negativo que el donador
primario de electrones (Van der Zee &
Cervantes, 2009). La Tabla 1 muestra una
lista breve sobre el uso de SH y quinonas
actuando como MR durante la
biotransformacién de  colorantes  azo,

nitrobencenos y compuestos halogenados.

Tabla 1. Biotransformacion de contaminantes utilizando quinonas y sustancias himicas como
mediadores redox.

Contaminante® rMe((ajc:)I)?thr Microorganismos Resultados® Referencias
Colorantes azo
Shewanella cepa J18 Pearce et al.
P-N5 AQDS 143 4x, 2008
Cepas termofilicas: solo
Methanothermobacter hubo reduccién en la
RR2 RF sp., Methanosarcina presencia de RF. Cepas Dos Santos et
N Lo ; al. 2006
barkeri mesofilicas: RF aceler6 la
reduccion.
Lodo granular Cervantes et al.
NR14 RF anaerobio 1.5a2x 2006
RO14, AD53, AQDS, Lodo granular 3.8x Encinas et al.
AD71 LAW, RF anaerobio o 2006
Issatchenkia NA52: 3 x. NA7: efecto Ramalho et al.
NA52, NA7 AQS occidentalis adverso con el MR. 2004
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Nitrobencenos

AQDS,
RDX AH Geobacter sp.
Cellulomonas sp.,
TNT AQDS cepa ES6
RDX AQDS Geobacter

metallireducens

La adicion de AH y AQDS

. Kwon y
a los cultivos Fonneran
microbiologicos con Fe(lll) 2006 '
incremento de 5 a 66 x

Borch et al.

3.7x 2005
Adicion de AQDS
incremento lavelocidady  Kwony

grado de mineralizacion de Finneran, 1998

RDX

Compuestos halogenados

AQDS,
TCC RF, Lodo anaerobio
CNB12,
HOB12
AQDS, Lodo anaerobio o
Tee AH Geobacter sp.
CAT, Sedimento
DbC RES contaminado
TCC CNB12 Shewanella alga,

cepa BrY

La tasa de reduccion fue

3.8%,4.0x%,13.3xy 13.6x (B;‘;rear':srcgt al
con AQDS, RF, CNB12y 2005] '

HOB12, respectivamente.

AQDS y AH estimularon la
reduccién de TCC por

Cervantes et al.
Geobacter sp., lo cual no

- ) 2004
ocurrié en ausencia de los
MR
4a6x Barkovskii y

Adriaens, 1998

EE de 0% en ausencia de
CNB12; EE de 92% con
CNB12.

Workman et al.
1997

% NA52, Naranja Acido 52; NA7, Naranja Acido 7; P-N5, Pigmento Naranja 5; RR2, Rojo Reactivo 2; NR14,
Naranja Reactivo 14; AD53, Azul Directo 53; AD71, Azul Directo 71; TNT, tri-nitro-tolueno; RDX,
hexahydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazina; TCC, tetracloruro de carbono; DDC, dibenzo-p-dioxinas cloradas.

b AQS, antraquinona-2-sulfonato; AQDS, antraquinone-2,6-disulfonato; RF, riboflavina; LAW, lawsona; AH,
acidos humicos; CNB12, cianocobalamina; CAT, catecol; RES, resorcinol; HOB12, hidroxycobalamina.

Cu

X" indica el incremento en la velocidad de reduccion (decoloracion o deshalogenacion, segun sea el

caso) en comparacion al control sin mediador redox; EE, eficiencias de eliminacion.

A pesar de que las quinonas y SH han
sido extensamente estudiadas en procesos
de (bio)transformacion reductiva, su potencial
para tratar contaminantes presentes en
acuiferos y aguas residuales generadas por

distintos sectores industriales no ha sido
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explotado. Existen importantes retos que
impiden la aplicacién de los MR a escala real,
entre ellos, la solubilidad es una limitante por
el hecho de que podrian ser féacilmente
lavadas de los reactores. De esta forma, la

inmovilizacién de MR representa una tarea
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sumamente importante que debe realizarse
antes de intentar aplicarlos a escala real.
Ademas, se debera considerar el uso de MR
de bajo costo y efectivos, tal como las SH
gue pueden ser extraidas de ambientes

naturales.

IMPACTO DE MEDIADORES REDOX
INMOVILIZADOS

Existe evidencia contundente que indica
gue las SH y sus analogos quinonas pueden
actuar como MR durante la transformacion
reductiva, quimica o microbioldgica, de
contaminantes electrofilicos (Van der Zee &
Cervantes, 2009). Sin embargo, una de las
principales limitaciones para aplicar los MR
en sistemas de tratamiento de aguas
residuales es su solubilidad, haciendo
necesaria la adicion continua de SH o
quinonas para incrementar la velocidad de

conversion, lo cual es econOGmica Yy
ambientalmente inviable. No obstante, los
MR no necesariamente deben ser proveidos
abundantemente en procesos de
bioremediacion para acelerar la
transformacion redox de los contaminantes,
ya que estos pueden ser reciclados durante
la transferencia de electrones desde el
donador de electrones hasta el aceptor final
de electrones, tal como se ilustra en la Fig. 2.
Una forma posible de erradicar el requisito de
la adicion continua de MR a biorreactores
anaerobios es mediante su inmovilizacién
(Van der Zee & Cervantes, 2009).
Actualmente hay importantes avances
relacionados con la inmovilizacién vy
aplicacion de MR (ver Tablas 2 y 3), sin
embargo, ninguno de estos casos ha sido

aplicado en un proceso a escala real.

Tabla 2. Impacto de mediadores redox inmovilizados en la (bio)transformacién de contaminantes

recalcitrantes. (Modificada de Martinez et al. 2013a)

Medlaador _I\/Iaterlg! Mecan_lgmo_(je Contaminante® Resultados® Referencias
redox inmovilizador inmovilizacién
ED de 90% y de
oxidacion de fenol
de 75% utilizando
) Resina de MR inmovilizados;
Acidos . . Intercambio el reactor UASB Martinez et
o intercambio o RR2, fenol
humicos o anionico fue operado por  al. 2013b
iobnico - .
mas de 200 dias.
El reactor sin MR
colaps6 en 120
dias.
NQS AQDS, _Reslna de_ Intercambio RR2, TCC La tase} ,de Cervantes et
acidos intercambio reduccion
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himicos,

Acidos
himicos,

Acidos
falvicos

Acidos
himicos

AQDS, NQS

AQDS

AQS
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ibnico

’Y-A|203 (20'50

nm)

’Y-AI203 (63
Hm)

Resina de
intercambio
ibnico

Resina de
intercambio
idnico

Al(OH); (15
nm)

Espuma de
poliuretano

Articulos

anioénico

Adsorcién

Adsorcion

Intercambio
aniénico

Intercambio
aniénico

Adsorcién

Covalente

No aplica

CT

TCC, RR2

RR2, NM, RoM

RR2

Amaranto

microbioldgica fue al. 2013
mayor con NQS
inmovilizada que
suspendida. La

tasa de

decoloracion fue

mayor con &cidos

hdmicos

inmovilizados que
suspendidos.

La reduccion
microbiologica de
acidos humicos
inmovilizado
ocurrié 3.7 veces
mas rapida que
los suspendidos.
Las
nanoparticulas
cubiertas con
acidos humicos
promovieron una
mejor actividad
metanogeénica en
relacion a las
nanoparticulas no
modificadas.

Alvarez et
al. 2012

Se observo
adsorcién y
reduccion de TCC.
10.4 x, con EE
90%.

Alvarez et
al. 2012

TCC: 4%, con EE

de ~74%. Cervantes et
RR2:2x con ED al. 2011

de ~69%.

Con AQDS se

alcanz6 1.9 a 3.4 Cervantes et
x. Con NQS fue de al. 2010
3.5a8.8x

Alvarez et
al. 2010

7.5%. ED de 43%
después de 12 h.

5x, con una ED de
98.7% después de
10 ciclos.

Lu et al.
2010
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ATD, RD, ::e':)"r:rfode Quimico 10 colorantes 1.5a 3 *xentodos Guo et al.
VD, AD oy azo los colorantes. 2010a
algodon
. Alginato de . . 2xen latasa Guo et al.
Antraquinona calcio Encapsulamiento Nitrato desnitrificante. 2010b
ED de ~100% y
Alginato de . 34% con y sin Su etal.
AQDS calcio Encapsulamiento RA3R AQDS 2009
respectivamente.
- . . 11 colorantes 1a3x EDentre Wangetal.
AQDS Polipirrol Dopaje en pirrol azo 65-92%. 2009
3.2x ED de 80% Li et al
AQDS Polipirrol Dopaje en pirrol  RR120 después de 6 2009 '
ciclos.
48ab5.7x EE
- . . >90% después de Lietal.
AQDS Polipirrol Dopaje en pirrol  NB, DNT 6 ciclos para 2,4- 2008
DNT.
1.5a2x Buena
. Alginato de . AB, RBR, EA, reusabilidad Guo et al.
Antraquinona - Encapsulamiento RAB, RAG, <
calcio RRBK después de 4 2007
ciclos.

& ATD, Azul Turquesa Disperso S-GL; RD, Rojo Disperso S-GL3B; VD, Violeta Disperso S-GLHFRL; AD, Azul
Disperso S-GL2BLN; AQS, antraquinona-2-sulfonato; AQDS, antraguinona-2,6-disulfonato; NQS, 1,2-
Naftoquinona-4-sulfonato.

b NA, Negro Acido 10B; RBR, Rojo Brillante Reactivo X-3B; EA, Escarlata Acido GR; RAB, Rojo Acido B;
RAG, Rojo Acido G; RRBK, Rojo Reactivo Brillante K-2BP; NB, Nitrobenceno; DNT, 2,4- and 2,6-
dinitrotolueno; RR2, Rojo Reactivo 2; NM, Naranja de Metilo; RoM, Rojo de Metilo; RR120, Rojo Reactivo 120;
RA3R, Rojo Acido 3R; TCC, tetracloruro de carbono.

¢ “x” indica el incremento en la velocidad de reduccion (decoloracion o deshalogenacion, segln sea el caso) en
comparacion al control sin mediador redox; ED, eficiencia de decoloracion; EE, eficiencia de eliminacion; CF,
cloroformo.

Tabla 3. Impacto de materiales carbonaceos en la (bio)transformacién de contaminantes
prioritarios.

Material Condiciones

" . 2~ Contaminantes” Resultados® Referencias
carbonaceo oxidantes

La tasa de decoloracion fue 1.8  Rios Del

HNO; RM veces mas rapida con las fibras ~ Toro et al.
modificadas (expuestas por 2ha 2013
HNO3) en relacion al material no

Fibras de
carbon
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modificado.

Mayor (1.68 veces) concentracion
grupos quinona en la superficie
Fibras de HNO; 4-NF, 3-CNB del material, lo que incremento su
carbon capacidad catalitica hasta 1.38
veces.

Amezquita et
al. 2013

Grafito NM NG, RDX EE 290% para NG y RDX con Xu et al.

grafito y sulfuro. 2010
Con HNO Reduccién quimica: 9 x, usando
Carboén o Térmiéa)l/ RR2, NA7, sulfuroy 0.1 g CA/L. Reduccién  Pereira et al.
activado 2 AM10, AD71 bioldgica: de 2 a 4.5 x con CA 2010
con Hyy N, e
modificado con H,.

. HNO3, ED >88% en los dos colorantes, .
Cafb"” tratamiento  NIl, NR5 utilizando el CA con la mayor Mezohegyi et
activado o . o al. 2010

térmico area especifica.
DNT: EE de ~95% y ~16%; RDX:
0, 0,

Grafito NM DNT, RDX EE de 94% y _26 %, en ambos Oh et al.
casos con y sin grafito 2009
respectivamente.

Carbon Altas velocidades de reduccién, Mezohegyi et

activado NM TT. NG, RA, AO con 280% de ED en ~2 min. al. 2009
EE cercana al 100% después de

Grafito NM RDX 2 h. La velocidad de reduccion se Kemper et al.

Carboén vio favorecida por el incremento 2008

activado de sulfuro, pHy CA.

Carboén 0 . Mezohegyi et

activado NM NA7 ED de 99% en 2 min. al. 2007

. ED de ~35%, ~45% y ~95% con
Carbon ' Van der Zee
activado NM RR2, NA7 0,04 y 10 g CAL, et al. 2003

respectivamente.
. Oh et al.
0,
Grafito NM DNT EE de 93.5%. 2002

2 NM, material carbonaceo no modificado.

b RR2, Reactive Red 2; NA7, Naranja Acido 7; AM10, Amarillo Mordiente 10; AD71, Azul Directo 71; RM,
Rojo de Metilo; 4-NF, 4-nitrofenol; 3CNB, 3-cloronitrobenceno; NII, Naranja Il; NR5, Negro Reactivo 5; TT,
Tartrazina; NG, Naranja G; AO, Amarillo Ocaso FCF; RA, Rojo Acido 88; DNT, 2,4-dinitrotolueno; RDX,
hexahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazina; NG, nitroglicerina

¢ “x” indica el incremento en la velocidad de reduccion (decoloracién o deshalogenacion, segln sea el

caso) en comparacion al control sin mediador redox; CA, carbén activado; ED, eficiencia de decoloracion;
EE, eficiencia de eliminacién.

BioTecnologia, Afio 2013, Vol. 17 No. 3 52



Articulos

Inmovilizaciéon de quinonas modelo

La mayoria de los estudios enfocados en
elucidar el papel de MR inmovilizados en
procesos de biotransformacion de
contaminantes han sido desarrollados con
qguinonas modelo. La antraquinona-2,6-
disulfonato (AQDS), ilustrada en la Figura 1,
es el MR mas comunmente utilizado tanto en
forma inmovilizada (Tabla 2) como soluble
(Van der Zee & Cervantes, 2009). La Tabla 2
presenta un listado de los estudios que
reportan el uso de diferentes materiales para
inmovilizar quinonas modelo. De acuerdo a
los materiales utilizados, se han reportado
distintos mecanismos de inmovilizacion como
adsorcién, encapsulamiento, enlace
covalente y dopaje (Tabla 2). Ademas, la
mayoria de estos estudios fueron enfocados
en la biotransformacion de colorantes azo.

El alginato de calcio ha sido utilizado para
la inmovilizacibn de MR a través de la
encapsulacién de antraquinonas (Guo et al.,
2010a, 2010b; Su et al., 2009; Guo et al.,
2007). Para esto, una suspension de
antraquinona fue mezclada con alginato de
sodio en una relacién de 0.05%, y después
fue mezclado con una solucién de CacCl,,
para luego formar particulas de 3-4 mm de
diametro. Guo et al.,, (2007) probaron el
efecto  catalitico de las  quinonas
inmovilizadas en alginato de calcio durante la
reducciébn  microbiolégica de diferentes
colorantes azo, alcanzando un incremento en
la velocidad de decoloracion de hasta 1.5 a 2
veces comparado con el control sin MR. De

igual forma, la eficiencia de decoloracion fue
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del ~100% y 34%, para los tratamientos con
quinona (inmovilizada) y sin quinona,
respectivamente; utilizando Rojo Acido 3R y
lodo anaerobio (Su et al., 2009). Un proceso
desnitrificante  también  fue  estudiado
mediante el uso alginato de calcio modificado
con quinonas; alcanzandose una tasa
desnitrificante 2 veces mayor respecto al
control sin quinonas (Guo et al., 2010b).
Algunas desventajas del alginato de calcio
pueden ser: 1) limitacion en la transferencia
de masa, pues las quinonas se encuentran
dentro del material, lo que hace dificil su
accesibilidad; 2) pérdida gradual de Ia
capacidad redox debido al rompimiento del
material polimérico, resultado de su baja
resistencia mecanica.

Los compositos de polipirrol también
fueron modificados con AQDS a través de la
electropolimerizacién de monémeros de pirrol
sobre un electrodo de fieltro de carbdn
activado. Este composito fue utilizado como
catalizador para la reduccién de compuestos
nitroaromaticos (Li et al., 2008) y colorantes
azo (Li et al.,, 2009; Wang et al., 2009). La
velocidad de biotransformacion de los
compuestos nitroaromaticos fue
incrementada 5.1, 5.7 y 4.8 veces mas para
el nitrobenceno, 2,4- y 2,6-dinitrotolueno,
respectivamente, en relacion al control sin
AQDS (Li et al.,, 2008). Por otro lado, el
composito incrementd entre 1 y 3.2 veces la
velocidad de decoloracion respecto al control
sin MR, con eficiencias de decoloracién
265% para doce compuestos azo estudiados
(Li et al., 2009; Wang et al., 2009). Este
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mecanismo de inmovilizacién parece ser mas
atractivo para las aplicaciones a escala real
gue el método utilizado mediante el alginato
de calcio.

Otro método desarrollado para inmovilizar
MR es mediante la adsorcion de AQDS y 1,2-
naftoquinona-4-sulfonato sobre resinas de
intercambio anidnico, el cual fue propuesto
por Cervantes et al., (2010). La capacidades
maximas de adsorcién fueron 1.42 mmol de
naftoquinona/g y 1.87 mmol AQDS/g; estos
valores fueron similares a los diferentes pH
(6, 7, 8) utilizados. En este estudio se
utilizaron tres colorantes azo con el fin de
evaluar la capacidad catalitica del MR
inmovilizado. Comparado con el control en
donde no se suministraron MR, hubo un
incremento en la velocidad de decoloracion
de hasta 8.8 veces para Naranja de Metilo
utilizando la naftoquinona inmovilizada. La
adsorcién de los MR fue estable a 25 °C, sin
embargo, en altas condiciones de
temperatura y una alta concentracion de
aniones (fosfato y sulfato) puede existir
competencia por los sitios de adsorcion entre
los aniones y quinonas (Cervantes et al.,
2010). Alvarez et al., (2010) reportaron la
inmovilizacién de AQDS en nanoparticulas
de Oxidos metdlicos y su aplicacion en
procesos de decoloracion utilizando un
consorcio anaerobio. Entre todos los
materiales probados, las nanoparticulas de
Al(OH); fueron las méas apropiadas para la
inmovilizacion de AQDS. Ciertamente, la
capacidad de adsorcion fue 0.105 mmol

AQDS/g, lo que representa una capacidad de

BioTecnologia, Afio 2013, Vol. 17 No. 3

hasta 67 veces mas alta respecto al resto de
las nanoparticulas utilizadas. La AQDS
inmovilizada en Al(OH); fue utilizada como
MR, incrementando la velocidad de
decoloracion hasta 7.52 veces respecto al
control sin quinonas (Alvarez et al., 2010).

Inmovilizacién de sustancias himicas

El uso de SH inmovilizadas en la
biotransformacion anaerobia de
contaminantes recalcitrantes no ha sido tan
ampliamente estudiado como las quinonas
modelo. El primer reporte fue publicado por
Cervantes et al, (2011), y muestra la
inmovilizacion de SH sobre resinas de
intercambio anidnico y su aplicacion en la
reduccién de tetracloruro de carbono y Rojo
Reactivo 2. En este estudio las SH himicas
fueron previamente modificadas mediante la
introduccién de grupos sulfénico, utilizando
acido clorosulfénico (HCISOs), de acuerdo al
meétodo reportado por Yudov et al., (2005). La
sulfonacién incrementé hasta 105 y 5.5
veces la solubilidad de las SH a pH 7 y 10
respectivamente, en comparacién con la
muestra no modificada. La capacidad de
adsorcion de las SH sulfonadas en las
resinas fue 2 veces mayor que las SH no
sulfonadas. Ademas, las resinas modificadas
con SH incrementaron hasta 4 y 2 veces el
grado de reduccion de tetracloruro de
carbono y Rojo Reactivo 2, respectivamente,
utilizando un consorcio anaerobio (Cervantes
et al, 2011). En un estudio posterior se
demostrd que el paso limitante del proceso

fue la reduccién microbiolégica de las SH
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inmovilizadas y suspendidas, el cual fue
evidenciado por una velocidad de hasta tres
ordenes de magnitud mayor en la
transferencia de electrones de las SH hacia
el Rojo Reactivo 2 (Cervantes et al., 2013).
Las resinas modificadas con SH también
fueron utilizadas durante la eliminacion
simultanea de dos contaminantes
recalcitrantes, fenol y Rojo Reactivo 2,
utilizando un reactor anaerobio de flujo
ascendente (UASB, Martinez et al., 2013b).
Este estudio representa el primer reporte
sobre la aplicacion del concepto de SH
inmovilizadas en un reactor en continuo, el
cual fue operado durante aproximadamente
200 dias. El reactor UASB empacado con
resinas modificadas alcanzé eficiencias de
decoloracion de 90%, y de oxidacién de fenol
de 75%. Por su parte, el reactor control con
resinas no modificadas con SH perdi6
gradualmente su capacidad de operacion,

colapsando después de 120 dias de la
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adicion del colorante Rojo Reactivo 2
(Martinez et al.,, 2013b). Por otro lado,
Alvarez et al., (2012) documentaron el uso de
acidos fulvicos inmovilizados en alimina
durante la reduccién de tetracloruro de
carbono. Los acidos fulvicos fueron extraidos
del suelo de un bosque templado de San Luis
Potosi, Meéxico, y posteriormente fueron
inmovilizados en particulas de alimina de 45-
63 um. Los acidos falvicos inmovilizados
mostraron buena capacidad catalitica durante
la deshalogenacién de tetracloruro de
carbono, con una tasa de reduccion de hasta
10.4 veces mayor respecto al control sin MR.
La Figura 3 muestra las reacciones redox
que se llevan a cabo durante Ila
biotransformacion reductiva de
contaminantes electrofilicos en presencia de
microparticulas de alimina, las cuales actlan
como material de soporte de SH y como

ndcleo para la formacion de una biopelicula.
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Fig. 3. Microparticulas de éxidos metalicos cubiertas con SH que sirven como nulcleo para la
formacién de una biopelicula durante la biotransformacién de contaminantes electrofilicos.

Modificado de Cervantes et al., 2013.

Las SH pueden ser inmovilizadas en
distintos materiales a través de métodos
fisicos y quimicos. Sin embargo, muchos de
estos materiales modificados con SH aln no
han sido utilizados en reacciones redox, pero
parecen cumplir los requerimientos para
servir como MR en fase sélida para la
biotransformacion reductiva de
contaminantes. Por ejemplo, Perminova et al.
(2007) desarrollaron un procedimiento para
inmovilizar covalentemente SH sobre gel de
silice via alcoxilacion. Ademas, Klavins &
Apsite (1997) propusieron un método para la
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inmovilizacién covalente de &cidos fulvicos y
acidos humicos sobre varios polimeros como
estireno-divinilbenceno, celulosa y silice.

El uso de nanoparticulas para adsorber
MR tal como lo muestra Alvarez et al.,
(2010), presenta la desventaja de un posible
lavado del material de los biorreactores
anaerobios. Sin embargo, el proceso de
granulacion  anaerobia representa una
oportunidad para la co-inmovilizaciéon de
microorganismos reductores del humus y
nanoparticulas cubiertas con SH, a fin de

prevenir la perdida de este MR en fase sélida
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(Alvarez & Cervantes, 2011). De hecho, ha
sido demostrado que el proceso de
granulacién anaerobia puede llevarse a cabo
utiizando  nanoparticulas de  alimina
cubiertas con SH (resultados no publicados).
En estudios previos se demostré que las
nanoparticulas modificadas con SH redujeron
su efecto inhibitorio sobre la metanogénesis
en comparacion a las nanoparticulas no
modificadas. Ademas, también se demostrd
gue la reduccion microbiolégica de SH
inmovilizadas en nanoparticulas de alimina
fue hasta 3.7 veces mas rapida en
comparacion a los ensayos con SH
suspendidas (Alvarez & Cervantes, 2012).
Estos hallazgos representaron las bases para

llevar a cabo el proceso de granulacién con

Microorganismos
reductores del humus

—A—

MR inmovilizados

en nanoparticulas Cationes (Ca*")

SH inmovilizadas en nanoparticulas de
alimina. La Figura 4 muestra el modelo de
granulacion anaerobia utilizando
nanoparticulas  cubiertas con SH, vy
microorganismos reductores del humus, el
cual se basa en la teoria del espagueti
propuesta por Wiegant (1987). El modelo
indica el uso de cationes divalentes como
calcio (Ca2+) para promover una mejor
atraccion electrostatica entre las SH y los
microorganismos. Tanto las nanoparticulas
cubiertas con SH como la membrana celular
de los microorganismos estan negativamente
cargadas a pH neutro, por lo que los iones
Ca” ayudan a disminuir las fuerzas de

repulsién entre las SH y los

microorganismos.

Fig. 4. Modelo propuesto para co-inmovilizaciébn de microorganismos reductores del humus y
nanoparticulas cubiertas con sustancias hdmicas (Alvarez et al., 2012).

Uso de materiales carbonaceos como MR
Algunos materiales carbonaceos (MC)

como el carbdén activado y grafito han sido
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utilizados como MR durante la reduccion
guimica y biolégica de contaminantes

recalcitrantes (Tabla 3). A diferencia de los
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procesos previamente descritos para
inmovilizar SH y quinonas modelo, el uso de
MC puede no requerir MR adicionales, ya
gue contienen diferentes grupos funcionales
en su superficie, incluyendo quinonas
(Figueiredo et al., 1999). Sin embargo, los
MC también pueden ser modificados
guimicamente mediante la introduccion de
distintos grupos oxigenados a fin de
incrementar sus propiedades cataliticas.

La modificacion quimica de la superficie
de los MC puede promover una mayor
capacidad redox, lo cual puede mejorar la
reduccion de diferentes contaminantes
aceptores de electrones. Por ejemplo,
Pereira et al., (2010) encontraron un mayor
grado de decoloracién utlizando carbén
granular activado modificado térmicamente
(en presencia de H,), en relacion a otros
métodos de oxidacibn probados. La
velocidad de decoloracién del compuesto
Amarillo Mordiente 10 fue 8.6 veces mayor
en presencia del carbén granular modificado
térmicamente en relacion al carbén no
modificado. Otros MC que fueron
modificados quimicamente son las fibras de
carbén. Este material fue sometido a
oxidacién con HNO3; 8 M, para su posterior
aplicacion como MR durante la reduccion
microbioldgica de Rojo de Metilo (Rios Del
Toro et al., 2013) y reduccion quimica de 4-
nitrofenol y 3-cloronitrobenceno (Amezquita
et al, 2013). En el primer caso, la
decoloracion de Rojo de Metilo ocurrié hasta
1.8 veces mas rapida en presencia de las

fibras modificadas (expuestas durante 2 h a
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HNO3) en comparacion a las no modificadas.
Ademas, se observé que la formacién de una
biopelicula sobre las fibras de carbon
activado redujeron la velocidad de
decoloracion hasta 6.7 veces, indicando que
las biomasa adherida al MC limita la
transferencia de masa. Por su parte,
Amezquita et al., (2013) produjeron fibras de
carbon con un incremento de hasta 1.68
veces de concentracion de grupos quinonas
en su superficie, lo cual también incremento
su capacidad catalitica hasta 1.38 veces.
Existen MC que no fueron modificados
guimicamente pero que demostraron buena
actividad catalitica durante la reduccion de
compuestos hitroarométicos (Tabla 3). Uno
de estos materiales es el grafito, que fue
utilizado para reducir quimicamente el 2,4-
dinitrotolueno, hexahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-
triazina, bajo distintas condiciones de pH,
concentracion del agente reductor de los MC,
y concentracion de grafito (Xu et al., 2010;
Oh & Chiu, 2009; Kemper et al., 2008; Oh et

al., 2002).

FUENTES APROPIADAS DE SUSTANCIA
HUMICAS

Entre las diferentes moléculas con sitios
redox activos reportados en la literatura,
como citocromos (Picardal et al., 1993),
flavinas/cobalaminas (Guerrero-Barajas et
al., 2005), piridinas (Lee et al., 1999),
fenazinas (Herndndez et al, 2004) vy
porfirinas (Koons et al., 2001), las quinonas
son reconocidas como los MR mas

apropiados para la  biotransformacion
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reductiva de muchos contaminantes (Field et
al., 1995). Diferentes quinonas sintéticas,
como la AQDS, han sido utilizadas como MR
modelo en procesos reductivos; sin embargo,
las quinonas se encuentran presentes en las
SH, que son compuestos producidos de
manera natural y abundante en la biosfera.
Las SH son la fuente mas abundante y
barata de materia orgéanica presente en
sistemas terrestres y acuaticos; ademas, su
largo tiempo de residencia (>250 afios;
Stevenson, 1994) puede permitir su
aplicacion en procesos de bioremediacion,
aunado a que se considera un material no
peligroso y que no libera subproductos
téxicos (Perminova et al., 2005).

En un estudio de caracterizacion de SH
descrito por Hernandez et al., (2012) se
encontraron valores de capacidad de
transferencia de electrones entre 112 y 392
pmol/g, lo cual dependié del origen del
material crudo. Otros estudios indican que las
SH originadas a partir de turba, sedimentos
de rio o suelos mostraron una capacidad
entre 25 y 538 umol/g (Ratasuk & Nanny,
2007). De esta forma, a fin de tomar ventaja
durante la seleccién de MR apropiados para
propésitos biodegradacién se deberan
considerar las distintas fuentes de MR
presentes en la naturaleza, sobre todo
aquellas con alta capacidad para transferir
electrones. Ciertamente la variabilidad
intrinseca en las propiedades redox de las
SH es el principal factor que limita su
aplicacion en tecnologias de remediacion.

Sin embargo, las SH pueden ser modificadas
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mediante la incorporacion de grupos quinona
a fin de mejorar sus propiedades redox, lo
cual puede ser requerido durante la
biotransformacién de un gran numero de
contaminantes. La maodificacion de las SH
con quinonas puede llevarse a cabo
siguiendo dos diferentes estrategias. La
primera estrategia considera la oxidacion de
los fragmentos fendlicos asociados a la
estructura aromética del humus. La segunda
estrategia es la policondensacion de los
fragmentos fendlicos, que se puede obtener
con hidroquinonas y catecol. Con estos dos
métodos la capacidad de transferencia de
electrones puede alcanzar entre 1 a 4
mmol/g, que son valores sumamente grandes
en relaciobn a las muestras de humus no
modificadas (Perminova et al., 2005). Las SH
quimicamente  modificadas con estos
métodos nunca han sido utilizadas como MR
en procesos de biotransformacion de
contaminantes recalcitrantes, pero parecen
ser muy apropiadas para tal fin. De esta
forma, el gran potencial que tienen las SH de
actuar como MR puede ser mejorado, a fin
de aplicarse y mejorar los sistemas de

tratamiento de aguas residuales.

PERSPECTIVAS EN LA APLICACION DE
MEDIADORES REDOX

A pesar de que las quinonas y SH han
sido extensamente utilizadas como MR en
procesos de (bio)transformacion reductiva, su
potencial para tratar  contaminantes
prioritarios presentes en acuiferos y aguas

residuales generadas por diversos sectores
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industriales no ha sido explotado.
Ciertamente, los diferentes métodos de
inmovilizacion descritos en este trabajo
pueden permitir, en el futuro cercano, la
aplicacion de MR para mejorar los sistemas
de tratamiento de aguas residuales que
contaminantes

contengan susceptibles

reducirse. Sin  embargo, también es
necesario considerar otros aspectos que
permitan la aplicaciéon apropiada de los MR,
tales como 1) fuentes de SH con bajo costo y
efectivas; 2) ingenieria de SH; 3) limitaciones
cataliticas en los MR (Van der Zee &
Cervantes, 2009). Sobre la inmovilizaciéon de
MR se debera trabajar en los siguientes
puntos:
e La fuerza de inmovilizacion
de MR es importante por el hecho de
gque mejores mecanismos de

inmovilizacién pueden permitir
mantener la capacidad redox por
largos periodos de tiempo,
reduciendo asi los costos de
operacion. En este sentido, la
inmovilizacién covalente representa
la opcibn mas adecuada, sin
embargo, otras técnica pueden ser
también consideradas (por ejemplo,
la atraccion electrostatica).

e Evaluar la capacidad
catalitica de los MR inmovilizados
durante periodos largos, y no sélo en
pruebas en lote. Esto tiene relacién
con el punto anterior. La utilizacion

de reactores en continuo permitira
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identificar si los MR inmovilizados
mantienen su capacidad catalitica,
especialmente con el uso de aguas
residuales no sintéticas.

e Elucidar los impactos de la
formacion de una biopelicula en la
superficie de los  materiales
adsorbentes de MR; tanto en la
transferencia de electrones desde el
donador de electrones (sustrato)
para reducir las SH (reaccion
microbiolégica), como en la
transferencia de electrones desde las
SH hacia los contaminantes
(reaccién quimica).

e Las gran diversidad de
contaminantes  (colorantes  azo,
compuestos nitroaromaticos y
halogenados) utilizados en la
industria hacen necesario probar los
MR inmovilizados bajo una mezcla
de contaminantes o con muestras

reales de agua residual.
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RESUMEN

El &cido shikimico (SA), uno de los intermediarios de la ruta comin de biosintesis de
compuestos aromaticos o via del acido shikimico, presente en bacterias y plantas principalmente,
es utilizado como precursor para la sintesis quimica del antiviral oseltamivir-fosfato. Dicho
antiviral es utilizado para el tratamiento de la influenza comuin y en los casos de infeccién por los
virus H5N1, H3N2 y A/HIN1. Ante el escenario de una pandemia de influenza, grupos de
investigacion han aplicado estrategias de ingenieria de vias metabdlicas para la sobreproduccién
de SA en diferentes cepas de Escherichia coli. En este contexto, en el presente trabajo se evalué
el efecto de la clonacién del gen zwf que codifica para la enzima glucosa-6-P-deshidrogenasa en
un vector multicopia, con la finalidad de desviar el flujo de carbono de la via glicolitica a la via de
las pentosas en cepas recombinantes de E. coli y aumentar asi la concentracion del precursor
eritrosa-4-fosfato y del cofactor NADPH" requeridos en la sintesis de SA. La cepa recombinante
resultante PB12.SA23 presenté un aumento en la produccién de SA del 14.1 %, respecto a la
mejor cepa productora con que se contaba previamente. El andlisis del efecto de la clonacion del
gene zwf sobre el nivel de expresion de genes del metabolismo central y de la via del acido
shikimico en la cepa PB12.SA23 y cepas parentales, indican que el aumento en la produccién de
SA en la cepa PB12.SA23, es debido principalmente al aumento en la produccién del cofactor
NADPH.

Palabras clave: Acido shikimico, Ingenieria de vias metabolicas, zwf, E. coli.

ABSTRACT

Shikimic acid (SA) is an intermediate of the shikimic acid pathway, which is the common route
for the biosynthesis of aromatic compounds mainly in bacteria and plants. SA is used as a
precursor for the chemical synthesis of the antiviral oseltamivir phosphate. This drug is used for
treatment of seasonal flu and cases of H5N1, H3N2 and H1NL1 virus infection. Given the potential

scenario of a pandemic influenza, diverse research groups have implemented strategies of
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engineering metabolic pathways for the overproduction of SA in different Escherichia coli strains.

In these context, we evaluated the effect of zwf gene cloning in E. coli that codes for the enzyme

glucose-6-P-dehydrogenase in a multicopy vector, in order to increase the carbon flux in the

glycolytic pathway, pentose phosphate pathway and thereby increase the concentration of

precursor erythrose 4-phosphate and cofactor NADPH required for the synthesis of SA. As result

of this modification, the obtained strain designated as PB12.SA23 achieved an increment in the

production of SA of 14.1% compared to the best producing strain that were available previously.

Key words: Shikimic acid, metabolic pathway engineering, zwf, E. coli.

INTRODUCCION

El acido shikimico (SA) ocupa un papel
central en la via comln de biosintesis de
compuestos aromaticos, también Ilamada
via del acido shikimico (VSA). Esta via
vincula el metabolismo central de carbono
con la Dbiosintesis de los diversos
compuestos aromaticos en organismos
como plantas, bacterias y hongos
ascomicetos principalmente. En el tronco
principal de la via, los precursores eritrosa 4-
fosfato (E4P) y fosfoenolpiruvato (PEP)
provenientes de la via de las pentosas
fosfato (PP) y glucdlisis respectivamente,
son convertidos a través de 7 reacciones
enzimaticas en corismato (Fig. 1), el cual es
el precursor para la biosintesis de los
aminoacidos y vitaminas aromaticas
(Herrmann & Weaver, 1999).

El SA representa un compuesto de alto
valor comercial ya que por la alta
funcionalidad de su molécula: un anillo de 6
carbonos con tres centros asimétricos y un
grupo funcional acido carboxilico, es
considerado como un atractivo bloque de
construccion en la sintesis de varios

compuestos tales como aditivos de
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alimentos, alimento  para  animales,
inyectables, entre otros (Rawat & Tripathi,
2013); en recientes afios ha ganado
importancia por ser el compuesto base para
la sintesis del antiviral oseltamivir-fosfato
(OSF), inhibidor de la neuraminidasa del
virus de la influenza, el cual es producido
por Roche Pharmaceuticals bajo el nombre
comercial de Tamiflu® para el tratamiento de
virus de la influenza estacional Ay B, y de la
influenza aviar H5N1 y A/HIN1 (Ghosh et
al., 2012).

Actualmente, se emplean en el
tratamiento de la influenza dos tipos de
antivirales, los inhibidores de la proteina M2
como la Amantadina (Lysovir®, symmetrel
syrup; Alliance Pharmaceuticals) y la
Rimantadina (Flumadine®; Forest
Pharmaceuticals), que evitan la replicacion
del viribn (Burch et al., 2009) y los
inhibidores de la neuraminidasa entre los
gue se encuentra el Zanamivir,
medicamento nebulizado comercializado
bajo el nombre de Relenza por Glaxo
Wellcome y el OSF, [Jefferson et al., 2009].
Los primeros sin embargo, no son efectivos

contra la influenza tipo B y por otro lado el
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Fig. 1. Via del 4cido shikimico. Se indica cada uno de los intermediarios, asi como los genes que

codifican para las correspondientes enzimas de cada paso de la via. aroF, aroG, aroH:
isoenzimas DAHP sintasa; aroB: DHQ sintasa; aroD: DHQ dehidratasa, aroE: shikimato

deshidrogenasa; aroK, aroL: shikimato cinasa I/Il, aroA: EPSP sintasa; aroC: corismato sintasa;

PEP:fosfoenolpiruvato; E4P: eritrosa-4-fosfato; DAHP: 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato;
DHQ: 3-dehidroquinato; DHS: 3-dehidroshikimato; SA: shikimato; S3P: shikimato-3-fosfato;
EPSP: 5-enolpiruvilshikimato 3-fosfato; CHA: corismato (modificado de Kai et. al., 1999 y Knop et.

al. 2001).

virus A/HIN1 resulto ser resistente a estos;
los segundos, son efectivos tanto para la
influenza A y B, y aunque se ha presentado
resistencia, ésta es baja (Burch et al., 2009).

El Tamiflu® ha sido aprobado como el

Unico medicamento oral disponible tanto

BioTecnologia, Afio 2013, Vol. 17 No. 3

para la profilaxis como para el tratamiento
de la influenza humana A/HIN1 y la
influenza H5N1 (Liang et al., 2009), ya que
tras pruebas de laboratorio ha demostrado
disminuyendo

ser efectivo, eficaz vy

tempranamente los sintomas ocasionados
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por el virus, incluyéndose asi también en el
tratamiento preventivo (Osores et.al, 2006);
la Organizacion Mundial de la Salud lo ha
recomendado para planes de pandemia
(Jefferson et al., 2009).

El SA fue aislado por primera vez en
1885 del arbol japonés shikimi-no-ki (lllicium
anisatum), actualmente se extrae de los
frutos de la planta anis estrella chino lllicium
anisatum e lllicium verum (Edmonds, 2005),
obteniéndose 1.1 kg de SA por cada 30 kg
de planta seca (Liang et al., 2009). Debido a
gue la disponibilidad de AS a partir del anis
estrella chino depende de la disponibilidad
del fruto, con el fin de mejorar la
disponibilidad del SA, una alternativa a su
extraccion a partir de plantas, es la
producciéon por sistemas de fermentacidon
empleando microorganismos
sobreproductores modificados
genéticamente.

La ingenieria de vias metabdlicas (IVM)
se ha definido como el mejoramiento de las
actividades celulares por manipulaciéon de
funciones enzimaticas, de transporte y
regulatorias de la célula por el uso de la
tecnologia del ADN recombinante y en una
definicibn mas general como la modificacion
de la biogquimica celular por la introduccién
de nuevas propiedades o por modificacion
de las ya existentes (Kern et al., 2007).

En la obtencién de cepas bacterianas
sobreproductoras de SA, diversos grupos
han empleado variadas técnicas que
involucran ingenieria de los circuitos

regulatorios, de los transportadores que
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participan en la toma de carbono del medio,
de las vias glicolitica, de la via de las PP y
de sintesis de aromaticos (Ghosh et al.,
2012).

En este contexto, en nuestro grupo de
investigacion se han aplicado diversas
estrategias de ingenieria de vias
metabolicas (IVM), tales como:

i) Obtencién de cepas PTSGIc'. La
disponibilidad de PEP hacia la VSA
aumentaria al doble si la célula empleara
para internalizar la glucosa un sistema PEP-
independiente; bajo este enfoque, en
nuestro grupo de trabajo se han obtenido
cepas PTS al inactivar el sistema
fosfotransferasa de transporte de
carbohidratos dependiente de PEP (PTS),
mediante la delecién del operdon ptsHicrr
(Flores et al., 1996; Flores et al., 2005);
posteriormente, a través de un proceso de
evolucién adaptativa, la cepa de E. coli
PB11 PTS GIc” (derivada de la cepa silvestre
JM101), recuper6 su capacidad de
crecimiento en glucosa generando la cepa
PB12 (PTS Glc"), cuyo fenotipo fue el
resultado de la seleccién del transportador
galactosa permeasa (GalP), sistema que no
requiere de PEP, el cual fue seleccionado
por la célula como alternativa para
transportar la glucosa del medio, obteniendo
asi cepas con el fondo genético PTSGlc"
(Flores et al., 1996; Flores et al., 2005;
Flores et al 2007; Aguilar et al., 2012).

i) la sobreexpresion del gen tktA
codificante para la isoenzima transcetolasa |

(TktA) de la via de las PP resultando en el
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incremento en la disponibilidad de E4P
(Balderas et al., 2009),

iii) la clonacién del gen que codifica
para una version insensible a inhibicién
alostérica de la isoenzima 3-deoxi-D-
arabino-heptulosonato-7-fosfato sintasa
AroG (aroG™, feedback resistant) (Balderas
et al., 2009), para evitar la inhibicion de esta
enzima por el aminoacido aromatico
fenilalanina,

iv) la sobreexpresion de los genes aroB
y arok, que codifican para las enzimas 3-
dehidroquinato  sintasa y  shikimato
deshidrogenasa respectivamente (Escalante
et al., 2010),

v) la inactivacion de las isoenzimas
shikimato cinasas | y Il por interrupcién de
los genes aroK y aroL, respectivamente con
el fin de lograr la acumulacion de SA
(Escalante et al., 2010).

Se obtuvo de este modo la cepa
PB12.SA22 (Fig. 2)
sobreproductora de SA (PB12 aroG™ tktA

aroB aroE AaroK Aarol), la cual es capaz de

derivada

producir 7.1 g /L de SA con un rendimiento
de 0.29 mol SA/mol de glucosa, en sistemas
de fermentacion en lote en reactores de 1 L,
con 500 mL de medio mineral suplementado
con 25 g/L de glucosa y 15 g/L de extracto
de levadura (Escalante et al., 2010).

La via de las pentosas fosfato (PP) es
una de las tres vias esenciales del
metabolismo central, junto con la glicélisis y
la via Entner-Doudoroff; ademas de su papel
como ruta de asimilacion de azlUcares como

glucosa y pentosas, suministra en E. coli

BioTecnologia, Afio 2013, Vol. 17 No. 3

tres de los metabolitos precursores mas
importantes para las vias anabdlicas de
aminoacidos, vitaminas, nucleétidos vy
constituyentes celulares: D-ribosa-5-fosfato,
sedoheptulosa-7-fosfato (S7P) y E4P, por lo
que parte del carbono captado, debe fluir a
través de esta via para satisfacer las
necesidades de la célula de estos
metabolitos. La E4P como se ha
mencionado, es uno de los sustratos clave
para la formacion de SA. La via de las PP es
ademas una fuente importante de NADPH,
necesario también para las reacciones del
anabolismo (Sprenger, 1995).

La enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH, Zwf, codificada
por el gen zwf), cataliza la primera reaccion
de la via de las PP, siendo clave en el nodo
glucdlisis-via de las PP; rinde poder reductor
como NADPH, el cual es consumido durante
la sintesis de SA por accién de la enzima
shikimato deshidrogenasa codificada por el
gen aroE.

Con la finalidad de aumentar la
capacidad de produccién de SA de la cepa
PB12.SA22, se cloné el gen zwf en un
plasmido de mediano nimero de copias,
buscando incrementar el flujo de carbono
hacia esta via y con ello el aumento de la
disponibilidad del sustrato E4P como
precursor para la sintesis de SA. El NADPH
generado por la reaccion catalizada por la
enzima Zwf puede ser empleado a su vez,
por la enzima shikimato deshidrogenasa de
la VSA, lo que se espera contribuya al

incremento de la produccién de SA.
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Fig. 2. IVM en el metabolismo central de carbono y VSA en cepas de E. coli PTS™ Glc" para la
sobreproducciéon de AS. Las X indican inactivaciébn de reacciones por delecién de genes; el
rectangulo indica que genes que se sobre-expresas; el ovalo indica que se trata de genes
insensibles a inhibicién alostérica; Las flechas punteadas representan dos o mas reacciones.
glk:glucocinasa; tktA: trancetolasa; aroF, aroG, aroH: isoenzimas DAHP sintasa; aroB: DHQ
sintasa; aroD: DHQ dehidratasa, aroE: shikimato deshidrogenasa; aroK, aroL: shikimato cinasa
I/ll, aroA: EPSP sintasa; aroC: corismato sintasa Glc: glucosa; GalP: permeasa de galactosa;
PTS: sistema fofotransferasa de transporte de carbohidratos; Glc-6-P: glucosa-6-fosfato; PP: via
de las pentosas fosfato; PEP: fosfoenolpiruvato; PYR: piruvato; Ac-CoA: acetil-coenzima A; TCA:
Ciclo de los acidos tricarboxilicos; OAA: oxaloacetato; DAHP: 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato-7-

P; DHQ: 3-dehidroquinato; DHS: 3-dehidroshikimato; SA: shikimato; SHK-3P: shikimato 3 fosfato;
EPSP: 5-enolpiruvilshikimato 3-fosfato; CHA: corismato (modificado de Escalante et al., 2010).

MATERIALES Y METODOS producto amplificado se clond en el pldsmido
Construccion de la cepa PB12.SA23 de mediano namero de copias

Las cepas y los pldsmidos utilizados en pTOPOaroBaroE generando el plasmido
este trabajo se muestran en la tabla 1. Se pTOPOaroBaroEzwf, con el que se
amplifico el gen zwf a partir del DNA transformaron células electrocompetentes
cromosomal de la cepa E. coli IM101. El de E. coli TOP10. Se extrajo el DNA
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plasmidico por lisis alcalina de estas células.
Se prepararon células electrocompetentes
de la cepa PB12.SA2, las cuales fueron
transformadas con los plasmidos

pJLBaroG™tktA de alto nimero de copias

colonias en placas de agar LB con
cloranfenicol (Cm) (20 pg/mL), kanamicina
(Km) (30 pug/mL), tetraciclina (Tc) (30 pug/mL)
y zeocina (Zn) (25 pg/mL). La cepa
seleccionada fue llamada en este trabajo

(Balderas et al., 2009) y

pTOPOaroBaroEzwf, se  seleccionaron

como PB12.SA23.

Tabla 1. Caracteristicas de las cepas y plasmidos empleados.

Cepas Caracteristicas relevantes Referencia
E. coli IM101 supE, thi, A(lac-proAB), F Bolivar et al,
1977
E. coli PB12 JM101 A(ptsH-I-crr)::kan glc” Flores et al,
1996
PB12.SA2 PB12AaroLAaroK::cm Escalante et al.,
2010
PB12.SA22 PB12.SA2 pJLBaroG"™tkatA pTOPOaroBaroE Escalante et al.,
2010
PB12.SA23 PB12.SA2 pJLBaroG"™tkatA pTOPOaroBaroEzwf Este trabajo
Plasmidos
pTOPOaroBaroE pCR®-Blunt 1I-TOPO®[Invitrogen™, 3.5Kb, gen letal Escalante et al.,
ccdB, regién operadora/promotora lac, Km®, zn®, 2010
origen pUC ] conteniendo los genes aroB y aroE
pJLBaroG™ tkatA pJLBaroG™ (aroG™ bajo el control del promotor Balderas et al.,
lacUV5, los genes lacl? y tet, resistencia a Tc y 2009
origen de replicacién pACYC184) conteniendo el gen
tktA con su promotor nativo.
pTOPOaroBaroEzwf pCR®-Blunt 1I-TOPO®[Invitrogen'", 3.5Kb, gen letal Este trabajo

ccdB, regién operadora/promotora lac, Km®, znF,
origen pUC ] conteniendo los genes aroB, aroE y zwf

Medio y condiciones de cultivo equipado con las consolas: ADI 1010 Bio

Se realizaron fermentaciones por controller y ADI 1025 Bio console (Applikon)
triplicado de la cepa PB12.SA23 en jarras de para controlar la temperatura, pH, agitacion

un litro Autoclavable Bio Reactor (Applikon) y aireacion. Se utiliz6 un medio de
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produccién que consta de una base de
medio mineral con la siguiente composicién
(g/L): KoHPO,
monohidratado (2.1), citrato amonio fierro
(1) (0.3), H,SO,4 concentrado 1.2 ml, MgSO,4
(0.64), CaCl, (0.06), (NH;)sM07024 (0.0037),
ZnSO, (0.0029), H3BO; (0.0247), CuSO,
(0.0025), MnCl, (0.0158), CoCl, (0.00129),
tiamina (0.001) (Li et al, 1999),
suplementado con extracto de levadura
(DIFCO) (15) y glucosa (J.T. Baker) (25),
ademas de

(7.5), &cido citrico

isopropil-B-D-
tiogalactopiranosido (IPTG) como inductor a
una concentracion de 0.1 mM, el pH del
medio se ajust6 a 7 con NaOH 1N. Se
adicionaron los antibiéticos Cm (20 pg/mL),
Km (30 pg/mL) y Tc (30 pg/mL).

Para iniciar la fermentacion, se realizé
un precultivo; a partir del stock de la cepa
almacenado a -70 °C (glicerol) de la
siguiente manera: se sembré una asada del
glicerol en cajas de medio LB con
antibidticos sefialados y se incubé a 37°C,
durante 12 h. A partir de las colonias
desarrolladas, se inocul6 un matraz
Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL del medio
de produccion, mas los antibidticos
requeridos, incubando a 37°C y 300 rpm.
Cuando este cultivo alcanzé un D.O. gponm ~
6 se tomé una alicuota para inocular cada
fermentador con una D.O.gponm = 0.3. Cada
fermentador se mantuvo en las condiciones
siguientes; 37°C, pH 7.0 (controlado
mediante la adicion de NH;OH 10%),
agitacion entre 500 y 700 rpm para

mantener los niveles de oxigeno disuelto a

BioTecnologia, Afio 2013, Vol. 17 No. 3

no menos de 20%, la aireacion fue de 1 vvm
(volumen de aire por volumen de medio por
minuto). La duracion de las fermentaciones
fue de 50 h.

Cuantificacién de metabolitos.

Se tomaron muestras cada hora durante
las primeras 8 horas y posteriormente cada
6 horas hasta el final del cultivo, se midié en
el sobrenadante la concentracion de SA,
DHQ, DHS, acido galico (GA), acido acético,
glucosa y DAHP.

La cuantificacion de los primeros cinco
compuestos se realizé por cromatografia de
liquidos de alta resolucién (HPLC) en un
sistema Waters, Miliford, MA, el cual cuenta
con una bomba 600E, inyector automatico
717, un indice de refraccion de 2410 y un
detector de arreglo de diodos (996). Las
muestras se analizaron en una columna
Aminex HPX-87H (300x 7.8 mm; 9 um) (Bio
— Rad, Hércules, CA), utilizando una fase
movil de H,SO, 5 mM, un flujo de 0.5
mL/min y una temperatura de 50°C.

La glucosa contenida en cada una de las
muestras se determind en el sistema de
cuantificacion de glucosa (Biochemistry
Analyser YSI 2700 Select), empleando como
estandares una curva patron de glucosa de
2,4,6,8,10y 12.5¢g/L.

El DAHP presente en las muestras se
determind por el ensayo colorimétrico del
acido tiobarbitarico [Weissbach & Hurwitz,
1958].
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Analisis del perfil de transcripcién por gPCR
tiempo real

De los vcultvos de cada cepa
(PB12.SA22, PB12.SA23, JM101 y PB12) a
unaD.O.g00nm = 1.0, se colectaron muestras a
las cuales se extrajo el RNA total por el
método de fenol caliente equilibrado en agua
(Flores et al, 2005). Se comprob6 su
integridad por electroforesis en gel de
agarosa para RNA, asi mismo se cuantificd
y comprob6 su calidad por las relaciones de
absorbancia 260/280 y 260/230 (indican el
grado de contaminacion por proteinas y
compuestos fendlicos, respectivamente).
Para la sintesis del cDNA, se empleé el kit
RevertAid™ H First Strand cDNA Synthesis
kit (Fermentas Inc.), usando una mezcla de
cebadores especificos para los genes de
interés (Flores et al., 2005). La reaccién de
sintesis de CcDNA se realiz6 en un
Termociclador GenAmp PCR System Perkin
Elmer. La reaccién de gPCR se llevd a cabo
en el equipo ABI Prism 7000 Sequence
Detection System (Perkin-Elmer Applied
Biosystems) utilizando el kit SYBR Green
PCR Master Mix (Perkin-Elmer Applied
Biosystems).

La técnica de cuantificacion del nivel de
expresion de los genes estudiados, fue el
método 2“7 descrito por Livak & Shmittgen
(2001). Los datos obtenidos se normalizaron
utiizando como control interno el gen
constitutivo ihfB  que codifica para la

subunidad beta de un  regulador
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transcripcional de union a DNA, ya que se
detecta el mismo nivel de expresion de este
gen en todas las cepas bajo las condiciones
de estudio. Para cada gen analizado, el nivel
de transcripcién del gen correspondiente en
la cepa silvestre JIM101 se consider6 con un
valor de 1.0 y se emple6 como referencia
para normalizar los datos de las cepas
restantes, por lo que los datos de expresion
de las cepas PB12, PB12.SA22 vy
PB12.SA23 se reportan como valores de
expresion relativa comparados con el nivel
de expresién de la cepa silvestre.

Los resultados presentados son el
promedio de dos mediciones independientes
de gPCR de valores obtenidos a partir de
cDNA generados de muestras de

fermentaciones independientes.

Cuantificacion de la actividad de la enzima
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD).
A partir de cultivos para la produccion de
SA con la cepa PB12.SA23, se cosecharon
células a una D.O.ggopm = 1. Se tomaron
muestras de 5 mL que se centrifugaron a
10000 rpm por 15 minutos a 4°C, se
deseché el sobrenadante y las células se
resuspendieron en buffer TRIS-HCI 100 mM
(pH 7.5), centrifugando nuevamente bajo las
mismas  condiciones y  decantando
finalmente el sobrenadante. La pastilla
celular se resuspendio en 500 mL del mismo
buffer. Manteniendo en hielo, las células
resuspendidas se lisaron en un sonicador
Ultrasonic Processor CV18, el extracto

celular se centrifugé bajo las condiciones
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antes mencionadas y se separ6 el
sobrenadante, que fue utilizado como fuente
de la enzima G6PD. La actividad se midi6
con el protocolo descrito por Shimizu & Peng
(2003) por la cantidad de NADPH generado
el cual absorbe a una longitud de onda de
340 nm. Las curvas de actividad y los
valores de absorbancia se visualizaron en
un espectrofotometro Thermo Spectronic
(BioMate 5). Para poder determinar la
actividad  especifica, se midio la
concentracion total de proteina por el
método de Bradford (Bradford, 1976).

RESULTADOS Y DISCUSION
Construccién de la cepa PB12.SA23
Tomando como secuencia de referencia
la region correspondiente del gen zwf, en el
genoma de E. coli K12, se amplific6 por
PCR a partir del DNA cromosomal de la
cepa JM101, un producto de 1579 pb que
incluyen 93 pb antes del codén de inicio que
contienen la region promotora (SoxS, marA 'y
rob), la regién estructural y 22 pb después
del codén de término; el producto de PCR
fue clonando en el plasmido
pTOPOaroBaroE resultando en el plasmido
pTOPOaroBaroEzwf (Fig. 3). Se verifico la
correcta orientacion del gen clonado y que la
secuencia del mismo no tuviera ninguna
modificacion. Este pldsmido se transformé

junto con el pJLB aroG™

tktA en la cepa
PB12.SA2 dando como resultado le cepa

PB12.SA23.
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Evaluacion del efecto de la clonacion del
gen zwf sobre la produccién de SA, en
sistemas de fermentacion en lote.

La cepa PB12.SA23 muestra un
crecimiento en dos etapas caracteristico de
las cepas PTS glc" aroK “aroL™ (Fig. 4)
(Escalante et al., 2010), la primera es de
rapido crecimiento con bajo consumo de
glucosa, mientras que la segunda es de
lento crecimiento con elevado consumo de
glucosa y un aumento en la produccion de
metabolitos. La cepa PB12.SA23 llega a su
maxima D.O.gp0nm alrededor de las 10 horas
de cultivo cuando entra a fase estacionaria;
presenta una menor acumulacion de
biomasa en comparacibn con la cepa
PB12.SA22 que era hasta ahora la mejor
cepa productora obtenida en el grupo de
investigacion (Escalante et al., 2010).

Reportes en la literatura indican que la
sobreexpresion del gen zwf no tiene un
efecto importante sobre la velocidad
especifica de crecimiento (1) manteniéndose
constante (Nicolas et al., 2007); en nuestro
caso podemos observar este efecto en la
cepa PB12.SA23, cuyo valor de p no es
estadisticamente significativo al compararse
con la p de la cepa PB12.SA22 (Tabla 2).
Los valores de p fueron determinados con
los valores de biomasa de la fase
exponencial de la curva de crecimiento; los
valores utilizados en cada caso tuvieron un
coeficiente de correlacion mayor a 0.98.

Como se ha mencionado, se observa
una relacion entre el crecimiento y el

consumo de glucosa; durante la fase de
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Fig. 3. Unidad transcriptional del gen zwf y clonacién el plasmido pTOPOaroEaroBzwf. En la
parte superior se muestra la unidad transcripcional del gen zwf en el genoma de E. coli (Keseler
et al., 2013); la regiébn amplificada incluye tanto las regiones promotora y estructural del gen; el
producto de PCR obtenido se cloné en el plasmido pTOPOaroEaroB que contiene una copia de
los genes aroB y aroE, asi como genes de resistencia a Kny Zn. En la parte inferior se muestra el

plasmido resultante: pTOPOaroEaroBzwf.
crecimiento exponencial el consumo de fase estacionaria hasta llegar a agotarla

glucosa es minimo y aumenta el consumo a alrededor de las 45 horas de la fermentacion

medida que el cultivo entra y avanza en la
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Fig. 4. Perfil de crecimiento, consumo de glucosa y produccion de compuestos aromaticos de la

cepa PB12.SA23. Se muestra el resultado del promedio de los datos obtenidos de tres

fermentaciones independientes (para DAHP,

solo es el resultado de dos) con sus

correspondientes barras de error que indican la desviacion estandar.

Tabla 2. Velocidad especifica de crecimiento (u) y velocidad de consumo de sustrato (qgs)

Cepa i (h™) gs (milimol glc gDWC h-1)
PB12.SA22 0.42+0.01 1.93+£0.59
PB12.SA23 0.37+0.02 2.02+£0.29

(Fig. 5), a diferencia de la cepa PB12.SA22
gue la termina en un menor tiempo (36 h).
Como se observa en la Tabla 3, a excepcion
del SA, hay una disminucion en las
cantidades de intermediarios de la via de
aromaticos; esto le confiere a la cepa una
ventaja en la produccion de SA, ya que el
carbono se dirige méas eficientemente hasta
la sintesis de SA y se presentarian menores

dificultades en su extraccion y purificacion a
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partir de los caldos de cultivo, al tener menor
cantidad de otros intermediarios de la VSA.
En trabajos de otros grupos de investigacion
se reporta una acumulacion aproximada de
1 g/L de DHS por cada 5 g/L de SA
producido en cepas con diferentes fondos
genéticos (Draths et al., 1999; Knop et al.,
2001; Chandran et al., 2003). La proporcion
de DHS respecto a SA disminuy6 en cultivos

de la cepa PB12.SA23,
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Fig. 5. Comparaciéon del consumo de glucosa entre las cepas PB12.SA22 y PB12.SA23. Se

muestra el resultado del promedio de los datos obtenidos de tres fermentaciones independientes

para la cepa PB12.SA23 con sus correspondientes barras de error que indican la desviacion

estandar.

Tabla 3. Produccién de SAy otros intermediarios de la VSA al final del cultivo.

Cepa DAHP (g/L) DHS (g/L) SA (g/L) GA (g/L)
PB12.SA22 0.81+0.04 1.46+0.14 7.05+0.06 0.08+0.01
PB12.SA23 0.70+0.001 1.09+0.09 8.52+0.79 0.03+0.0

obteniendo 1 g/L de DHS por cada 8 g/L de
SA aproximadamente. Se ha propuesto la
generacion de un equilibrio hidroaromatico
(Knop et al., 2001) cuando se acumula SA
en cepas sobreproductoras, lo que tiene
como consecuencia una reversion en el flujo
de carbono de SA hacia DHS, con la co-
formacion de GA y QA (Li et al., 1999;
Draths et al., 1999; Knop et al., 2001), en
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este trabajo se detect6 GA en
concentraciones muy bajas (0.03 g/L) y no
se detectd QA.

El titulo de SA alcanzado con la cepa
PB12.SA23, es menor a la reportada en
otros trabajos (Draths et al., 1999; Knop et
al., 2001), con diferentes sistemas de
fermentacion (sistemas con alimentacién de

fuente de carbono); sin embargo, el
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rendimiento con respecto a la fuente de
carbono (glucosa), es mayor para la cepa
construida en este trabajo, lo que resulta de
mayor interés en el aspecto industrial, al
reflejar un mejor aprovechamiento del
sustrato empleado en el cultivo. La cepa
PB12.SA22 brinda un rendimiento de 0.29

mol SA/ mol Glc que sobrepasaba el mejor

valor reportado en la literatura por Chandran
(2003). Con la cepa PB12.SA23, se logro
aumentar el rendimiento a 0.37 mol SA/ mol
Glc (Tabla 4). También se logré una mejora
en el rendimiento de metabolitos aromaticos
totales lo cual indica un mayor flujo de
carbono hacia la VSA, con un mayor

aprovechamiento del carbono.

Tabla 4. Comparacion de la produccion de metabolitos y rendimiento para cada cepa generada.

Cepa Rendimiento SA Rendimiento de compuestos
(mol SA / mol aromaticos totales*
glucosa) (mol compuestos aromaticos / mol
glucosa)
PB12.SA22 0.29 0.37
PB12.SA23 0.35 0.42

*El rendimiento de arométicos totales incluye todos los compuestos detectados en el
medio de cultivo como resultado de la actividad de la VSA (DAHP, DHQ, DHS, SA, GA)

sedoAnadlisis del perfil de transcripcién por
gPCR tiempo real

Para la mayoria de los genes
analizados (Tabla 5), se observé un nivel de
expresibn mayor en la cepa PB12. En las
cepas productoras de SA (PB12.SA) la
expresion fue menor posiblemente debido al
efecto de la carga metabdlica que le confiere
a estas cepas la presencia de dos
plasmidos. Comparando las  cepas
productoras, se observa que los niveles de
expresion de la mayoria de los genes
analizados son méas altos en la cepa
PB12.SA23. Se ha observado que la
sobreexpresion de zwf ayuda a contrarrestar

BioTecnologia, Afio 2013, Vol. 17 No. 3

efectos negativos de la carga metabdlica
(Flores et al., 2004) y quiza este fendmeno
se esté dando en esta cepa, teniendo asi un
metabolismo central mas activo. La variacion
en el nivel de expresion de la mayoria de los
genes analizados en las cepas PB12.SA
respecto a la cepa PB12 se puede explicar
ademas como una respuesta a las
modificaciones genéticas realizadas en este
cepa: inactivacion de los genes aroK y aroL
y la sobreexpresion de genes de la via de
las PP y de la VSA.

i) Transporte de glucosa

En la cepa PB12 (PTS gic") la glucosa
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Tabla 5. Niveles de transcripcion de las cepas PB12, PB12.SA22 y PB12.SA23 a 1 DOgoonm,

creciendo en medio mineral suplementado con 25 g/L glucosa y 15 g/L de extracto de

levadura.

Niveles de expresion como 2T con JIM101 como valor de

Genes normalizacion = 1.
PB12 PB12.SA22 PB12.SA23
Glicolisis y via de las PP
glk 3.17 (+0.08) 1.06 (£0.15) 1.84 (x0.33)
pgi 3.62 (+0.12) 2.24 (x0.01) 1.02 (x0.17)
eda 0.88 (x0.18) 1.13 (20.15) 0.87 (20.06)
edd 1.08 (20.19) 0.18 (+0.06) 0.22 (%0.00)
gnd 1.24 (0.47) 1.36 (x0.09) 1.38 (x0.04)
pal 2.97 (x0.75) 1.70 (20.01) 1.84 (x0.52)
rpe 1.09 (20.20) 0.58 (+0.04) 0.66 (x0.05)
rpiA 2.60 (x0.69) 1.94 (20.64) 144 (x0.22)
rpiB 1.24 (0.18) 0.60 (+0.23) 1.04 (+0.18)
talA 7.43 (x1.45) 12.12  (+3.11) 32.27 (x4.57)
talB 3.01 (x0.77) 0.89 (+0.01) 1.19 (x0.11)
tktA 1.27 (0.07) 16.24 (+2.85) 1490 (x4.74)
tktB 8.37 (x1.61) 16.06 (+2.74) 34.00 (x2.83)
zwf 1.94 (0.30) 157 (20.11) 19.92 (+1.27)
Genes que codifican para transportadores
aroP 2.06 (x0.35) 112 (0.13) 1.87 (x0.15)
shiA 1.45 (20.07) 1.78 (x0.30) 145 (+0.33)
galP 21.76 (+4.98) 2.56 (x0.79) 4.08 (+0.98)
lamB n.d. 0.05 (+0.00) 0.06 (%0.01)
malE 0.01 (x0.00) 0.12 (x0.11) 0.10 (%0.04)
mgIB 242.04 (+9.16) 29.73 (+2.64) 43.04 (+8.52)
ompC 2.34 (x0.50) 1.01 (20.24) 1.10 (0.35)
ompF n.d. 0.15 (x0.04) 0.96 (x0.16)
VSA
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aroB 0.81 (x0.16)
aroD 140 (x0.12)
arokE 0.95 (x0.02)
aroF 0.86 (x0.16)
aroG 1.66 (x0.42)
aroH 2.26  (x0.51)
aroK 0.34 (x0.00)
aroL 0.60 (x0.05)
ydiB 292 (#0.32)

3.58 (+0.59) 9.88 (x0.42)
0.84 (0.26) 0.89 (+0.19)
41.88 (+0.49)  47.12 (+4.38)
1.74 (x0.18) 1.29 (+0.04)
20.95 (:0.43)  20.89 (+5.28)
5.00 (0.39) 3.25 (+0.37)
0.00 (0.00) 0.00 (+0.00)
0.01 (0.00) 0.00 (+0.00)
3.32 (x0.13) 2.28 (x0.47)

Se muestra como resultado, el promedio de dos mediciones independientes de RT-

gPCR de valores obtenidos a partir de cDNA generados de muestras de fermentaciones

independientes.

ingresa del periplasma al citoplasma
principalmente via las proteinas
transportadoras codificadas por los genes
galP y mgIB, siendo la segunda proteina la
principal responsable del transporte de
glucosa en esta cepa bajo las condiciones
de cultivo utilizadas en este trabajo, a
diferencia de lo observado previamente para
esta cepa en cultivos en medio mineral
minimo, en donde ambos transportadores
tienen un nivel similar de transcripcién
[Flores et al., 2005]. En las cepas PB12.SA
se observa una disminucién importante en el
nivel de transcripcion de estos dos genes
respecto a la PB12, aunque en la cepa
PB12.SA23 mgIB presenta un nivel de
expresion mayor (~10X) respecto a la cepa
PB12.SA22. Debido a que la Unica
diferencia entre las cepas PB12.SA22 vy
PB12.SA23 es la presencia de gen zwf en el

plasmido, es probable que el incremento en
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el nivel de transcripcion de mgIB y su papel
principal sobre el transporte de glucosa sea
resultado de esta modificacion genética. Es
importante considerar también que es
probable que durante la fase exponencial de
cultivo, las cepas productoras PB12.SA
estén utilizando algin componente del
extracto de levadura como fuente de
carbono, por lo que no se requiere un nivel
de  transcripcion elevado de los
transportadores de glucosa en las cepas
productoras de SA bajo esta condicién de
cultivo, aunque esta situacion parece
presentarse Unicamente en estas cepas y no
en la PB12. De los genes que codifican para
las porinas OmpC, OmpF y LamB, se
observa un menor nivel de transcripcion
para el gen lamB.

i) Glucdlisis y via de las pentosas fosfato
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La cepa pBl12.SA23 presenta un
incremento en el nivel de expresion del gen
zwf, ~12X respecto al nivel observado para
las cepas PB12 y PB12.SA22, como
resultado de su clonaciéon en el plasmido
pTOPOaroBaroE. Este aumento en el nivel
de expresion esta asociado con un aumento
en la actividad de la enzima, lo que indica
gue el transcrito esta siendo traducido y esto
se refleja en la proteina funcional, al menos
en los ensayos in vitro. Esto es indicativo de
la importancia de la enzima zZwf en la
canalizacion del carbono proveniente de la
glicdlisis hacia la via de las PP en la cepa
PB12.SA23 y hace sentido con los niveles
de transcripcion de los genes glk y pgi. Para
ambos genes, hay un mayor nivel de
transcrito en la cepa PB12 ya que esta
consume mas glucosa debido a que tiene
una mayor tasa de crecimiento; en cuanto a
las cepas productoras, glk tiene un nivel
mayor de expresién en la cepa PB12.SA23,
indicando que esta cepa esta consumiendo
mas carbono que la PB12.SA22; el nivel de
transcrito de pgi es menor en la cepa
PB12.SA23 haciendo sentido con la
sobreexpresion de zwf y la canalizacion de
una parte del carbono hacia la via de las PP.

A diferencia del alto nivel de expresion
de zwf en la cepa PB12.SA23, el resto de
los genes de la parte oxidativa de la via de
las PP pgl y gnd no presentaron cambios en
su nivel de expresién con respecto a la cepa
PB12.SA22. Los genes de la parte no
oxidativa de la via rpe y rpiA no presentan
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cambios en su nivel de expresion entre las
cepas productoras PB12.SA; el gen talA
presenta un nivel de expresion mayor en las
cepas PB12.SA respecto a la PB12, y
presenta también un nivel de expresion
diferencial entre las cepas sobreproductoras:
en la cepa PB12.SA23 esta sobreexpresado
3X respecto a la cepa PB12.SA22, mientras
que talB no presenta cambios entre las
cepas PB12.SA. Las enzimas TalA y TalB
catalizan, respectivamente la reaccion
reversible de S7P a fructosa-6-P y de
gliceraldehido-3-foafato a E4P. El gen talA
es regulado negativamente por ArcA y es
importante destacar que en la cepa PB12, el
sistema regulador de dos componentes
ArcAB esta inactivo por una mutacion en
arcB, lo que puede explicar el alto nivel en
su expresién (Flores et al., 2005; Salmon et
al., 2005). El nivel de expresién de los genes
tktA y tktB es mayor en las cepas PB12.SA
respecto a la PB12, sin embargo, también
presentan una expresion diferencial entre las
cepas productoras. Ambas cepas PB12.SA
fueron transformadas con el plasmido
pJLBaroG™tktA, lo que explica el elevado
nivel de expresién de tktA, sin embargo, en
la cepa PB12.SA23 tktB presenta un nivel de
expresion mayor (2X), respecto a la
PB12.SA22. El gen tktB se encuentra en el
mismo operon que talA y aunque no esta
reportado si ambos genes estan regulados
negativamente por ArcA, es probable que
sea asi y esto explique su elevado nivel de
expresion en las cepas PB12.SA. Es
importante mencionar que tktB presenta la
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menor actividad de transcetolasa para la
sintesis de E4P (lida et al., 1993).

i) Via del shikimato

Se observo en las cepas productoras un
alto nivel de expresiébn de los genes
clonados en los plasmidos pJLBaroG™tktA y
pTOPOaroBaroEzwf, mientras que los
genes que codifican para el resto de las
enzimas de la via presentan el mismo nivel
de expresion en la cepa PB12 y en las
cepas productoras. Es importante destacar
que en la cepa PB12.SA23 el nivel de
expresion de los genes aroB y aroE
(clonados en el plasmido pTOPO), son
mayores que los observados para la cepa
PB12.SA22, mientras que aroG (clonado en
el plasmido pJLB), presenta un nivel similar
de transcripcibn que en ambas cepas
productoras. Estos resultados indican que
mas que exista un aumento en el flujo de
carbono a través de la via, hay un mejor
aprovechamiento del carbono en la

produccion de SA.

CONCLUSIONES

La cepa PB12.SA23 que sobreexpresa
el gen zwf, alcanza una produccién de 8.52
g/L de SA, que corresponde a un aumento
del 14.1% con respecto a la cepa productora
PB12.SA22, lo que es resultado del
incremento en el nivel de expresion del gen
zwf y de la actividad de la proteina
codificada por este gen.

El rendimiento logrado con la cepa
PB12.SA23 de 0.37 mol SA/mol Glc es el
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mayor hasta ahora reportado para sistemas
de fermentacion similares al empleado en
este trabajo (cultivos en lote).

La disminucién en la cantidad de
intermediarios, sobre todo de DHS en la
cepa PB12.SA23, sugiere una mayor
eficiencia de conversion de los distintos
metabolitos hasta SA, probablemente
asociada a una mayor disponibilidad del
cofactor NADPH requerido en la conversion
de DHS a SA. La disminucién en la
proporcion de DHS respecto a la cantidad de
SA producido, puede tener un impacto
importante en el proceso de extraccion y
purificacion del AS a partir de los
sobrenadantes de los cultivos.

El presente trabajo constituye un avance
significativo en la busqueda de estrategias
para incrementar los titulos y rendimientos
en la produccién de SA, sin embargo, para
llegar a un proceso industrial, se necesitan
evaluar diferentes enfoques tanto de IVM
como de ingenieria de fermentaciones,
sobre los que actualmente nos encontramos
trabajando  en nuestro grupo de

investigacion.
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RESUMEN

El empleo de vectores no virales (pladsmidos) para fines terapéuticos esta cobrando cada vez
mayor importancia, como lo evidencia el creciente nUmero de evaluaciones clinicas empleando
dichos vectores. Este tipo de vectores contiene elementos para su replicacion en el hospedero
(bacteria) y elementos para expresar la proteina antigénica de interés. Esto permite estimar que en
un futuro cercano la demanda de ADN plasmidico (ADNp) aumentard sustancialmente. La
produccion de ADNp se realiza empleando Escherichia coli (E. coli) en cultivos de alta densidad
celular para maximizar el rendimiento volumétrico. En esta revisién se analizaran la recientes
trabajos que se han realizado en cepas como en los vectores para incrementar el rendimiento en
produccién de ADN plasmidico ademas de facilitar la purificacién.
Palabras clave: ADN plasmidico, Vacunas de ADN, Sobreflujo metabdlico, E. coli, Cultivos en

modo lote, Acetato

ABSTRACT

The use of non-viral vectors (plasmids) for therapeutic purposes is gaining increasing
importance, as evidenced by the growing number of clinical evaluations using these vectors. Such
vectors contain elements for replication in the host (bacteria) and elements for expressing the
antigenic protein of interest. This allows us to estimate that in the near future the demand for
plasmid DNA (pDNA) will substantially increase. pDNA production is carried out using
Escherichia coli (E. coli) in high cell density cultures to maximize volumetric efficiency. In this review
we analyze the recent work that has been done both in strains and in vectors to increase the

production yield of plasmid DNA, in addition to facilitating purification.

BioTecnologia, Afio 2013, Vol. 17 No. 3 87



Articulos

Key words: Plasmid DNA, DNA vaccines, Overflow metabolism, E. coli, Batch cultivation, Acetate

INTRODUCCION

Las vacunas de ADN plasmidico (ADNp)
son plasmidos bacterianos construidos para
expresar una proteina seguida de una
administracion in vivo seguida de una
transfeccion a las células objetivo. Estos
pladsmidos funcionan como un sistema de
transporte para el gen, resultando en la
produccién in situ del antigeno (para las
vacunas) o0 proteina terapéutica (para
aplicaciones de terapia génica). Se ha
demostrado que un plasmido que codifica
dicha proteina viral puede provocar la
inmunidad celular y humoral, asi como la
proteccién cruzada contra la exposicion viral.
Este tipo de tecnologia se ha utilizado para
las aplicaciones de gran alcance desde el
laboratorio hasta emplearlo como

herramienta en  vacunas veterinarias
aprobadas por la FDA, y se encuentra en
desarrollo para una variedad de aplicaciones
terapéuticas en humanos. Este articulo
examinara las caracteristicas de una vacuna
de ADNp, ventajas de las vacunas de ADNp,
vacunas aprobadas por las FDA y pruebas
clinicas, cepas empleadas para la produccién
de vacunas de ADN, cultivos de alta
densidad celular de Escherichia coli y

purificacion de ADNp

CARACTERISTICAS DE LAS VACUNAS
DE ADNp
Los pldsmidos son elementos genéticos

extracromosémicos con capacidad para

BioTecnologia, Afio 2013, Vol. 17 No. 3

autorreplicarse de forma controlada con
ayuda de factores codificados en el ADN
cromosomico del huésped y de forma
coordinada con la divisidn celular bacteriana
(Lipps, 2008). En la mayoria de los casos son
circulares, pudiendo variar en tamafio
(<1-500 Kb) y en numero de copias
(1-500 copias/célula). La mayoria de los
plasmidos son moléculas circulares de doble
cadena sin extremos libres, esto es, cada
nucledtido de cada hebra estd unido de
forma covalente al siguiente. A este tipo de
plasmidos se les ha llamado ADN CCC
(Covalently Closed Circular o isoforma
circular relajada), aunque también existen
plasmidos lineales en diferentes especies
bacterianas y fungicas. Los pladsmidos se
mantienen en las poblaciones bacterianas a
través de procesos de transferencia vertical y
horizontal. Aunque se suele considerar
material genético dispensable, la mayoria de
los plasmidos proporcionan una gran
variedad de fenotipos a sus huéspedes,
reportandoles algin tipo de ventaja
adaptativa. Ejemplos de ello pueden ser la
capacidad para degradar compuestos
organicos, fijar nitrégeno, conferir resistencia
a radiacion, antibioticos o metales pesados.
Asi, los plasmidos pueden constituir entre un
1y un 15% del genoma de muchas especies
bacterianas (Holmes et al, 1995) vy
representan vehiculos portadores de genes
gue, dependiendo del nimero de copias del

plasmido, se encuentran en dosis mas
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elevadas que en el cromosoma, y ademas
pueden dispersarse por transferencia
genética horizontal.

El ADNp es utilizado de manera rutinaria
en experimentos de laboratorio para la
transferencia y modificacion de informacién
genética. Desde que se demostré6 que los
plasmidos que codifican para una proteina
viral pueden desencadenar una respuesta
inmune o celular sin tener efectos
secundarios como las vacunas tradicionales
(Donnelly et al., 2003) los plasmidos han
cobrado una creciente relevancia como
vector en terapia génica y vacunacion
basada en ADN. Los plasmidos usados para
este fin estan construidos especificamente
para codificar una proteina de interés, y son
posteriormente  administrados in  vivo
transfectando a las células de mamifero.

Estos plasmidos estan disefiados para

Promotor

N

Gene que permite la

seleccion de células
trasformadas

expresar un antigeno de interés resultando
en una produccion in situ del antigeno (para
vacunas) 0 una proteina terapéutica (para
aplicaciones en terapia génica). EI ADNp
usado en este fin debe de contener
elementos para la replicacion y seleccion en
hospederos bacterianos y para la expresion
del antigeno en células eucariotas (Figura 1),
ademas de cumplir con ciertas caracteristicas
de calidad y seguridad. Los elementos
requeridos para la replicacién en bacterias
incluyen un origen de replicacion y
secuencias como RNAI/RNAII necesarias
para la replicacion, un gen de seleccion,
necesario para la seleccion de
transformantes exitosas en el hospedero
bacteriano y generar una presién de
seleccion para mantener una poblacion
predominante bacteriana que contiene el
plasmido.

Antigeno

Serial de
Y terminacion

Elementos para la
replicacion en
hacterias

Fig. 1.- Elementos basicos de un vector para vacuna basada en ADN.

La FDA ha emitido la recomendacién de

que el ADNp, para ser empleado como

BioTecnologia, Afio 2013, Vol. 17 No. 3

farmaco, debe encontrarse en forma

superenrrollada. Aunque dicha
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recomendacibn no esta  plenamente
justificada, se basa en estudios que han
mostrado que dicha isoforma es mas efectiva
para la expresion del gene terapéutico en el
paciente que la isoforma relajada o la lineal
(Lahijani et al., 1996; Prazeres et al., 1999).
Ademas la FDA sugiere que el contenido de
ADNp de la isoforma superenrrolada debe
contener minimo un 80% de esta isoforma,

para reducir el riesgo de recombinacion

inespecifica con el cromosoma del
hospedero y/o la recombinacion viral
(Williams et al., 2009; FDA, 2007). Ademas el
contenido de ADN
hospedero no debe de ser mayor a 10 ng por
dosis de ADN de hospedero (Tabla 1). Por

otro lado, la cantidad de RNA y proteinas no

cromosomal del

debe de exceder el 1% de las dosis
empleadas (WHO, 2007; Lahijani et al.,

1996).

Tabla 1. Requisitos de pureza para vacunas de ADNp.

Analisis Contenido del lisado Niveles de aceptables Tipo de prueba
bacteriano en el producto final

DNA 21% < 0.2 yg/mg ADNp gPCR, HPLC

Endonucleasas Identidad

RNA 21% < 0.2 yg/mg ADNp gPCR, HPLC

ADNp 3-5%" >97% sc ADNp® CGE’

Endotoxinas 3% <10 E.U/mg ADNp Prueba LAL

HCP 55% < 3 yg/mg ADNp Prueba BCA

DNA gendémico 3% < 2 pg/mg ADNp gPCR

Otros 15% No considerado No considerado

* (Stadler et al., 2004)

2 Recomendacion por parte de la FDA es > 80%

% Deteccion del ADN por absorbancia a 260 nm

Abreviaciones: qPCR= PCR cuantitativo; HPLC = Cromatografia liquida de alta resolucion; ADNp= ADN
plasmidico; CGE= Electroforesis capilar en gel; LAL =Ensayo de lisado; HCP= proteinas del hospedero; BCA
=Ensayo de acido bicinconinico

VENTAJAS DEL EMPLEO DE VACUNAS patégenos y permitiendo seleccionar un

DE ADN PLASMIDICO.

Los productos de la vacunacién con ADN
se expresan directamente en el tejido blanco,
representando esto una ventaja cuando se
trabaja con antigenos de dificil obtencion,
con una pureza alta, 0 en concentraciones
elevadas, evitando asi los riesgos de la

manipulacion de grandes concentraciones de

BioTecnologia, Afio 2013, Vol. 17 No. 3

objetivo especifico, o que no es posible con
las vacunas clasicas (Fynan et al., 1993)
(Tabla 2). Ademas, se obtienen a un costo
por debajo de las vacunas tradicionales, su
produccién es relativamente simple y la
mayoria de los laboratorios estan equipados
para su produccién en cantidades adecuadas

para investigacion, son de facil
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administracion 'y su conservacion y el
transporte se ve favorecido por su estabilidad
a temperatura ambiente, lo que al mismo
tiempo elimina el requerimiento de una
cadena de frio, facilitando una mayor

accesibilidad geografica y permitiendo llevar

la vacunacion hasta areas remotas, debido a
que el ADNp puede ser procesado como un
precipitado seco y ser reconstituido con solo
adicionar agua estéril previamente a la
administracion (Tabla 2) (Yokoyama et al.,
1995; Lee et al., 1998; Bahloul et al., 1998).

Tabla 2.- Comparacién de las caracteristicas de las vacunas actualmente

empleadas

Tipo de vacuna Ventajas Desventajas Ejemplo

Atenuadas Presenta un respuesta inmune Poco estables BCG
completa. Reversion.

Muertas Respuesta inmune parcial No hay inmunidad celular Tifoidea

Subunidades Se puede producir en gran

escala.

Toxoides Respuesta humoral.
Se puede producir en gran
escala.
Vacunas de ADNp
completa.
Disefio simple.
Costos de produccion bajos.
No hay necesidad de cadena

fria.

Presenta un respuesta inmune

Empleo de adyuvantes
Empleo de adyuvantes.
B (Hib)

Posibles reacciones adversas. Toxoide tetanico

Integracion del plasmido. Melanoma canino

Mutagénesis.

Las vacunas de &cidos nucleidos ofrecen
una alternativa simple para la generacién de
respuesta de linfocitos T citotoxicos (CTL) a
diferencia de otros métodos como la
inmunizacién con péptidos, limitada a su
aplicacion por la diversidad genética de las
poblaciones humanas o virus atenuados, los
cuales su uso puede ser restringido por
cuestiones de seguridad como por ejemplo el

VIH. Otra ventaja de estas, es la posibilidad

BioTecnologia, Afio 2013, Vol. 17 No. 3

de codificar mdltiples secuencias antigénicas
que incluyen algunos capaces de servir como
inductores de determinados tipos de
respuesta inmune (Tabla 2) (Donnelly et al.,
1994; Ouyang et al., 2003; Shabaan et al.,
2003).

Una ventaja potencial de la vacunacion
con ADNp para diversas enfermedades
virales es que mediante la expresion de

proteinas virales ‘in situ” estas pueden tener
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el mismo plegamiento, las mismas
modificaciones transcripcionales y el mismo
tipo de transporte intracelular ya que estan
siendo expresadas en células humanas
(Deck et al., 1997; Liu et al., 1997; Donnelly

et al., 1997)

VACUNAS APROBADAS POR LAS FDA Y
PRUEBAS CLINICAS.

A la fecha, tres vacunas de ADNp han
sido autorizadas para uso veterinario, y una
cuarta “vacuna de ADNp” ha sido aprobada
como terapia génica para cerdos (Tabla 3).
Estas vacunas autorizadas incluyen: una
para una enfermedad viral de salmén, una
vacuna para enfermedad viral para equinos y
una vacuna para el cancer en perros, asi
como el factor eliberador de la hormona
crecimiento para cerdos. La eficacia de estas
vacunas de ADNp y su aceptacion como
productos licenciados no solo aumenta la
posibilidad de desarrollar plataformas
tecnoldgicas para la investigacion, desarrollo
y produccién de vacunas de ADNp para uso
humano. La primera vacuna en aprobarse
por la FDA fue la vacuna de ADNp contra el
Virus del Oeste del Nilo (VON), autorizada en
el 2005. Para demostrar su efectividad,
primeramente se realizaron estudios clinicos
en ratones (Kim et al., 2004; Davis et al.,
2001), aves (Chattergoon et al.,, 2000;
Kilpatrick et al., 2010) y finalmente en
caballos (Kim et al., 2004; Davis et al., 2001).

En el mismo afo se autorizé la vacuna de

BioTecnologia, Afio 2013, Vol. 17 No. 3

ADNp para el salmé6n de criadero del
Atlantico para evitar la infeccion por el virus
de necrosis hematopoyética (NHI). La
capacidad protectora de la vacuna de ADNp
es especifica para la proteina que esta
codificada (en comparacién con otras
proteinas) (tabla 2) (Anderson et al., 1996;
Corbeil et al., 1999; Lorenzen et al., 1990).
En el afio 2007, La FDA aprobé la tercera
vacuna de ADNp que codifica para el
melanoma canino. Esta vacuna de ADNp
codifica para la tirosinasa humana. Se ha
demostrado que esta vacuna genera una
respuesta inmune completa contra la
tirosinasa de perro (Bergman et al., 2003;
Liao et al., 2006). El resultado de esta
vacuna, tiene como consecuencia alargar la
vida de los perros incluso con un cuadro
clinico avanzado (Bergman et al., 2003). El
cuarto plasmido aprobado por la FDA, en el
2008, es un plasmido que codifica para el
factor liberador de la hormona crecimiento
(GHRH), aplicado a cerdos. El resultado de la
inyeccion del plasmido en cerdos disminuye
drasticamente la morbilidad de los lechones
(Khan et al., 2010). La aprobacién de esta
tecnologia de suministro de genes demuestra
la factibilidad del empleo de la vacunacién
con ADNp, después de estudios de
seguridad preclinicos y clinicos. Esto sugiere
gue en un futuro inmediato se aprobaran mas
vacunas de ADNp para su uso veterinario y/o

humano.
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Tabla 3.- Caracteristicas de las vacunas de ADNp aprobadas

Producto

Compaifiia

Fecha de licenciay pais

West Nile innovator®

Apex-IHN ®

Life Tide-SWS ®

Vacuna de Melanoma canina® Merial

Novartis

VGX Animal Health

Center of Cancer disease 2005 EUA

2005 Canada

2007 Australia

2007 EUA

Actualmente no existe una vacuna de
ADNp o terapia génica aprobada por la FDA.
En recientes revisiones se han identificado
més de 70 ensayos clinicos de ADNp
(Kutzler y Weiner, 2008), de los cuales mas
de 60 ensayos clinicos fueron dirigidos contra
el cancer, dos de ellas estaban en la fase Ill
de las pruebas clinicas. Sin embargo, hay
numerosos estudios donde se han
optimizado los vectores y la formulacién de
estos, esto nos permite saber que en un
futuro cercano la demanda de ADNp se
incrementara, lo cual se necesitaran
procesos eficientes y efectivos para su
produccién (Carnes et al., 2009; Williams et

al., 2009; Liu, 2011; Kutzler y Weiner, 2008).

VECTORES MEJORADOS PARA
MANTENER LA SEGURIDAD DE LAS
VACUNAS DE ADNp

Un punto importante en la produccion de
vacunas de ADNp es mantener y asegurar la
fidelidad de la secuencia del gen antigénico
ya que sera administrado en humanos (Lara
et al., 2012). La secuencia integra de un

plasmido de ADNp debe de estar controlada
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durante el proceso de produccién debido al
gran impacto que tiene en la calidad y
rendimiento revisadas (Mairhofer y Lara,
2012). Modificaciones en las cepas y en el
vector han sido empleadas en la produccién
del ADNp para asegurar que la secuencia y
la estructura del plasmido se mantenga
durante todo el proceso de produccién.
Actualmente la secuencia de la cepa de
E. coli DH10B ha sido publicada (Durfee et
al., 2008) y demuestra que se necesita una
reevaluacion de las cepas productoras de
ADNp. Por ejemplo, DH10B tiene una tasa de
mutacién 13.5 veces mas alta que la cepa
MG1655, esto se debe
principalmente a las secuencias de insercién

silvestre

de transposicion (Sl). Cuando se compar6 el
genoma de la cepa MG1655 con las cepa
DH10B, se encontré6 que DH10B tenia 5
copias adicionales de IS1A, IS1A son
transposones que se sabe que se insertan en
los vectores de ADNp (Chen y Yeh, 1997).
Esta informacién es de suma relevancia para
la produccion de ADNp ya que la integridad
del ADNp es fundamental para Ila

vacunacion. La contaminacion del ADNp por
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elementos modviles es un problema
regulatorio muy importante a estudiar, ya que
estos elementos pueden alterar las
propiedades y la secuencia del vector de
ADN.

Otro punto importante que puede afectar
significativamente el disefio de la vacuna de
ADNDp, es que estos vectores incluyan un gen
de resistencia a antibiotico.

En términos de la resistencia a los
antibiéticos, la FDA ha recomendado
ampliamente que los antibiéticos de origen 3-
lactamicos deben de ser evitados, debido a la
contaminacion residual en el producto final ya
gue puede causar una reaccién alérgica en
pacientes sensibles (Butler, 1996). Con este
tipo de preocupaciones, el desarrollo de
vectores de ADNp libres de genes resistentes
a antibidticos es altamente deseado desde
dos puntos de vista, el primero por el costo
de produccién y el segundo por la seguridad.
Diversos grupos de investigacion han
reportado modificaciones en el vector,
hospedero y ambos para desarrollar sistemas
de seleccion alternativos. Estos avances han
sido revisados recientemente (Vandermeulen
et al.,, 2011) algunos ejemplos claves se
discutiran enseguida. Diversos grupos han
elegido manipular genes esenciales de E. coli
para asegurar eliminar las células libres de
plasmido. Un grupo escogio el gen dapD, un
gen esencial que codifica para la sintesis de
Lisina (Cranenburgh et al., 2001). El locus de
dapD fue sustituido por el mismo gen de
dapD bajo el control del promotor lac. Como

consecuencia solo las células que contenian
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el plasmido con el gen lac podian sobrevivir
en el cultivo.

Un novedoso vector/hospedero se
desarroll6 por Soubrier y col. (1999)
combinando la seleccién sin antibiético que
es dependiente de la replicacion del
hospedero. Este tipo de plasmidos, pCOR,
contiene un origen de replicacion R6K el cual
requiere la proteina Pi codificada por el gene
pir. En este sistema, el gene pir fue eliminado
del plasmido e integrado al genoma de
E. coli. El sistema dependiente del hospedero
mejora el substancialmente la segregacion
del plasmido ademas de ser un sistema que
no necesita de un gen de resistencia a
antibidtico. Con este sistema se han
alcanzado rendimientos de hasta
421mgADNp/L en cultivos alimentados de 7 L
(Soubrier et al., 2005). Los plasmidos pCOR
representan hasta ahora los Unicos vectores
que no contienen el origen de replicacion
pCOIE1l para vectores de terapia génica y

vacunas de ADNp.

CEPAS EMPLEADAS PARA LA
PRODUCCION DE VACUNAS DE ADNp

La produccion de plasmidos para
vacunas de ADN se ha abordado desde
diversos puntos, tales como el desarrollo de
cepas (Okonkowski et al., 2005), medios de
cultivo (Okonkowski et al., 2005); (O'Kennedy
et al.,, 2000; Wang, 2001), y estrategias de
induccién por temperatura (Carnes et al.,
2006). La cepa seleccionada para Ila
produccién debe producir un alto nimero de

copias del plasmido de interés, poseer alta
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estabilidad segregacional y mantener un alto
nivel de superenrrollamiento del plasmido.
También debe tener una baja tasa de
mutacion y de intercambio de informacion
genética con el plasmido.

El ADNp con fines terapéuticos es

tipicamente producido en cepas no

patbgenas de E. coli derivadas de su
progenitora E. coli K-12, como las cepas
DH5a (Carnes et al., 2006). La Tabla 4
compara los genotipos relevantes empleados

en la produccion de ADNp

Tabla 4.- Cepas comunmente reportadas para la produccion de ADNp.

Cepa Genotipo Fuente

B LE392.23 [F"laclgZ::M15 proAB Tn10 (Tetr)] ATCC33849

K-12 F A7ivG rfb'50 rph'l ATCC33849

BL21 B A" dcm ompT hsdS gal Stratagene

DH1 F A supE44 hsdR17 recAl gyrA96 relAl endAl thi'l ATCC33849

DH5a F 80lacZ M15 (lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rk” Invitrogen
mk") phoA supE44 thi'l gyrA96 relAl

JM105 F- A(lac proAB) laclq thi repsL endAl slcB15 hadR4 traD36 Pharmacia
proAB A(ZM15)

JM109 el14(McrA’) recAl endAl gyrA96 thil” hsdR17(rK mK™) Promega

SUpE44 relAl (lac-proAB) [F’ traD36 proAB laclgZAM15]

Ademas de DH5a, otras cepas como
BL21 (Listner et al., 2006), DH1 (Cooke et al.,
2004; Rozkov et al.,, 2004) JM108 (Huber,
2005) SCS1-L (Singer et al., 2009) o DH10B
(Lahijani et al., 1996) han sido reportadas
para la produccion de ADNp, debido a su
fondo genético. En la Tabla 4 se presentan
los genotipos relevantes de las cepas mas
reportadas para la produccion de ADN
plasmidico. Como se puede observar en la
Tabla 4, varias de estas cepas son
comerciales. Hasta el momento no existe una
cepa que pueda ser catalogada como la

mejor productora en general.

BioTecnologia, Afio 2013, Vol. 17 No. 3

En un estudio reciente se evalud la
produccién de ADNp y su
superenrrollamiento por 17 diferentes cepas
de E. coli (Yau et al.,, 2008). Se evalu6 la
produccién de dos plasmidos, de diferente
tamafio (5.8 y 6.9 kb). Los autores
concluyeron que no es posible establecer
una correlacion directa entre el genotipo de
las cepas estudiadas y el rendimiento y
superenrrollamiento del ADNp producido. Sin
embargo, la cepa DH5a consistentemente se
encontr6 como una de las mejores
productoras. Debido a esto y a que los

valores de produccién de ADNp méas altos
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reportados se han logrado con esta cepa
(Carnes, 2009), la cepa DH5a sera usada
para la comparacion de los resultados
obtenidos en el presente trabajo.

Hasta el momento, existen pocos
ejemplos reportados sobre la madificacién
genética de E. coli para incrementar la
cantidad de ADNp

Recientemente, el empleo de una cepa BL21

producido.

modificada, derivada de E. coli B, ha
mostrado altos rendimientos como cepa de
produccién (Phue et al., 2008).

Se ha reportado que al emplear una cepa
BL21 ArecA se logré una mayor produccion
de ADNp en comparacion con la comercial
DH5a (Phue et al.,, 2008). En las mismas
condiciones, las cepas derivadas de BL21
presentaron menor acumulacién de acetato y
mejoraron la asimilacién de glucosa. Cuando
se empleé glicerol como fuente de carbono,
el desempefio de BL21ArecAendA fue mejor
que DH5a en términos de rendimiento
volumétrico. En contraste, no hubo una
diferencia notable en el rendimiento
especifico.

Desde el punto de vista metabdlico, la
cepa B comparada con la K-12, produce
menos acetato, incluso cuando el medio
contiene altas concentraciones de glucosa.
Este fendmeno se atribuye a que esta cepa
tiene més activo el ciclo del glioxilato y
consecuentemente las vias de oxidacion del
acetato estan mas activas (Phue et al., 2005)

Nuestro grupo de trabajo ha reportado
que la cepa VH33 (W3110 PTS GalP’) es
capaz de producir mas del doble de ADNp
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que su cepa parental (W3110), y debido a su
baja produccion de acetato, alcanzd altas
densidades celulares en modo lote (Soto,
2011).

Ademas de la menor produccion de
acetato, se ha hipotetizado que el flujo de
carbono hacia la via de las pentosas fosfato
incrementado en las cepas PTS (Flores et
al., 2002) podria beneficiar la produccion de
bases nitrogenadas necesarias para la
sintesis de ADN. Dicha hipétesis se vio
reforzada cuando el flujo de carbono a través
de la piruvato cinasa fue reducido al inactivar
el gene pykA en VH33, lo que condujo a un
incremento de casi el doble de la cantidad de
ADNp producido por VH33 (Pablos et al.,
2012). Sin embargo, los rendimientos
alcanzados por VH33 y VH33 pykA son
todavia inferiores a los alcanzados por cepas
comerciales.

Por otro lado,
(2013),

parametros cinéticos y estequiométricos

Wunderlich y
colaboradores evaluaron  los
durante la produccion de ADNp. Se evalué
de la velocidad especifica de las cepas VH33
y VH34 con su cepa parental W3110. Se
evaluaron rangos de 0.02 a 0.25 h™. La cepa
VH34 tiene una mutacion adicional pykA, la
cual condujo a un aumento significativo del
rendimiento y la productividad del ADNp.
Estos resultados fueron 60% superiores al de
las cepas W3110 y VH33. Ademas los flujos
metabdlicos calculados mostraron diferencias
principalmente en las reacciones catalizadas
por la piruvato cinasa y la glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa. Estos resultados obtenidos
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son Utiles para el disefio de cultivos y la
producciéon de ADNp en E. coli (Wunderlich
et al., 2013).

CULTIVOS DE ALTA DENSIDAD CELULAR
DE Escherichia coli

Una forma de aumentar la productividad
de los bioprocesos es aumentar al maximo la
cantidad de biocatalizador (células) en el
bioreactor. Los cultivos de alta densidad
celular de E. coli llegan a concentraciones
de biomasa (medida como peso seco) de al
menos 40 g/L (aunque no existe una
concentracion universalmente aceptada para
emplear el término de “alta densidad
celular”). Para lograr esto, se deben afadir
cantidades de glucosa (la fuente usual de
carbono) mayores a 80 g/L. En el caso de
E. coli, la cantidad de glucosa inicial rara vez
excede los 20 g/L de glucosa, principalmente
debido a la acumulacion de metabolitos de
desecho como el acetato, que tiene un
impacto negativo en la fisiologia microbiana.
El acetato es producido por E. coli bajo
condiciones aerobias debido al sobreflujo
metabdlico, definido como un desbalance de
la via glicolitica y la via de los acidos
tricarboxilicos (Eiteman y Altman, 2006). Una
estrategia tipica para evitar el sobreflujo
metabdlico y obtener altas densidades
celulares es la operacién del cultivo en modo
lote alimentado, el cual consiste en una fase
lote de corta duracion seguida de una fase de
alimentacién de sustrato a una tasa tal que
se evite el sobreflujp metabdlico. La

alimentaciéon del sustrato puede manejarse
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con un perfil constante o con incremento
lineal. También puede operarse una tasa de
alimentaciéon con incremento exponencial, lo
gue permite ademas controlar la velocidad
especifica de crecimiento de las células y con
ello mantener condiciones fisiologicas
relativamente definidas (Pablos et al., 2011).

El cultivo por lote alimentado es el modo
de operacién mas usado en la industria.
Posee la ventaja de que se evita el sobreflujo
metabolico y debido a que la velocidad
especifica de crecimiento es reducida, la
velocidad de consumo de oxigeno se
disminuye también, lo que es relevante ya
que la velocidad de transferencia de oxigeno
de los bioreactores suele ser limitante para la
obtencion de altas densidades celulares de
cultivos aerobios (Knabben et al., 2010; Lara,
2011). Sin embargo, los cultivos por lote
alimentado tienen una serie de desventajas:
requieren de sistemas de control sofisticados
e informacién fisioldgica de la cepa que no
siempre estan disponibles en etapas
tempranas de desarrollo del producto, la
operacion de cultivos alimentados a escala
industrial usualmente resulta en gradientes
espaciales de sustrato y oxigeno disuelto
debido al mezclado ineficiente a escala
industrial (De Anda et al., 2006; Lara, 2011),
ademas de que resultan considerablemente
mas largos, comparados a cultivos por lote
(Lara et al., 2009).

Por otro lado, se realizaron
modificaciones genéticas en una cepa de
E. coli con un sistema alterno de transporte

de glucosa (VH33), con la finalidad de
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incrementar la produccién de ADNp. De las

diferentes  alternativas  estudiadas, la
inactivacion combinada de los genes recA,
nupG y deoR incrementaron a mas del doble
(4.22 mg/g) el contenido especifico de ADNp
en la cepa triple mutante, comparada con
VH33 (Borja et al.,, 2012). La cepa triple
mutante VH33 A(nupG deoR recA) retuvo
ademas la ventaja de poseer un muy bajo
sobreflujo metabdlico. Ello permitié cultivarla
exitosamente en modo lote empleando
100 g/L de glucosa, con lo que fue posible
obtener méas de 180 mg/L de ADNp, mas del
doble de lo producido por una cepa comercial
bajo las mismas condiciones (Borja et al.,
2012). Esto

particularmente valiosa para acelerar el

resulta una aportacién
desarrollo de productos basados en ADNp
desde etapas tempranas, en los que la
aplicacion de métodos sofisticados de cultivo
como el lote alimentado no siempre estan

disponibles.

INCREMENTO DEL CONTENIDO
ESPECIFICO DE ADNp POR CAMBIO DE
TEMPERATURA

La tasa de calentamiento es un
parametro importante en los bioprocesos
inducidos térmicamente (Caspeta et al.,
2009), ya que al evaluar la induccion por
temperatura en la produccion de proteina
recombinante en cultivos de E. coli BL21 con
incremento de temperatura de 30 a 42 °C a
tasas de calentamiento de 6, 1.7, 0.8 y
0.4 °C/min, tipicas de fermentadores de 0.1,

5 20 y 100 m® respectivamente, han
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probado su efectividad como herramienta de
bioproceso.

Los vectores de ADNp son derivados del
plasmido pUC, estos udltimos difieren de los
plasmidos pBR322 en la secuencia de RNAI.
La secuencia consiste en una mutacion
puntual de A/G, teniendo como resultado la
diferencia de la estructura secundaria de
RNAII, esta mutacién permite incrementar el
namero de copias del plasmido de 20 a 50 en
cultivos de E. coli a 37 °C (Lin-Chao et al.,
1992). Con esta construccion se ha
demostrado que el nimero de copias de
plasmido incrementa un orden de magnitud al
hacer cultivos a 42 °C (Miki et al., 1987).

Estudios realizados en cultivos de alta
densidad operados en lote alimentado, con
un cambio de temperatura de 35 a 42 °C, con
tasas de calentamiento de 0, 0.025, 0.05,
0.10 y 0.25 °C/min, que pueden tener lugar
durante el calentamiento en reactores de
gran escala. Estudios realizados por Jaén y
col. (2013) con tasas de calentamiento entre
0 y 0.10 °C/min permitieron incrementar el
rendimiento especifico y la productividad de
ADNp hasta 79 y 250%, respectivamente,
siendo la mejor condiciéon de calentamiento
0.05 °C/min, en la que el rendimiento
especifico de ADNp fue de 9.29 + 0.59 mg/g,
la productividad de 0.56 + 0.06 mg/g-h y el
contenido de pldsmido superenrollado de
80 * 5%.

PURIFICACION
El material de partida después de la

cosecha y la lisis alcalina de la fermentacion
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bacteriana es una mezcla compleja donde el
ADN plasmidico puede constituir hasta el 5%
del contenido nucleico total de la célula
(Birnboim y Doly, 1979). EI ADNp producido
en E. coli presenta tres isoformas diferentes,
tales como la lineal, la circular abierta (OC) y
la superenrollada (SC). En la forma
superenrrolada (SC) ambas hebras estan
cerradas y el plasmido exhibe una estructura
compacta. Si una cadena se rompe, el
enrollamiento es perdido y el plasmido se
presenta en forma circular, abierta y relajada.
La isoforma lineal son aquellas cadenas que
se rompen al mismo tiempo y en la misma
posicion. Otras isoformas, aunque menos
comunes son los oligbmeros (Horn et al.,
1995). En general se supone que la eficacia
de la expresion de genes es dependiente
principalmente de la isoforma de plasmido
superenrollado. Esta Ultima es de gran
interés ya que la FDA recomienda que para
las vacunas de ADNp debe de contener mas
del 80 % de la isoforma superenrrolada (SC)
(Tabla 1). Por esta razoén, otras isoformas
deben mantenerse al minimo (Przybycien et
al., 2004). Por lo tanto, los procesos de
purificacion de ADN plasmidico deben ser
disefiados con el fin de evitar otras
isoformas. El principal contaminante durante
la purificacion de plasmido ADN es ARN,
pero la calidad del producto final también
depende de ADN gendmico, endotoxinas y
proteinas del hospedero (Tabla 1). El andlisis
incluye cominmente la medicion de niveles
de trazas de estos contaminantes, que

establece altas exigencias en los métodos de
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andlisis, cuando el tiempo y el costo es un
factor importante.

Por otra parte, cualquier material para ser
utilizado para aplicaciones médicas debe ser
producido bajo buenas practicas de
fabricacion (GMP)

compatibles (Yi et al., 2005; Trindade et al.,

procedimientos

2005; Diogo et al., 2005) para satisfacer los
estrictos requisitos de pureza de acuerdo con
los organismos regulatorios (Kutzler vy
Weiner, 2008; Prud'homme, 2005). Esto
también puede requerir el uso de las
especificaciones aprobadas, tales como los
descritos en la Farmacopea Europea (Yi et
al., 2005). Una lista de los requisitos
reglamentarios actuales para aplicaciones
médicas ADNp se muestra en la Tabla 1. La
herramienta principal y central para la
purificacion del ADNp ha sido la
cromatografia, a continuacién se revisaran
los aspectos méas importantes de purificacién
de ADNp.

Purificacion por cromatografia de ADNp

La cromatografia es un método bien
caracterizado y bien establecido para la
purificacion de proteinas en la industria
farmacéutica y considera el método con la
resolucion 'y reproducibilidad mas alta
(Przybycien et al., 2004). Por lo tanto, es una
de las técnicas que ha sido ampliamente
exploradas en sistemas de purificacion de
ADNp. Varias caracteristicas fisico-quimicas
(Tabla 5) de ya sea el ADNp o de sus
impurezas (Tabla 1), puede ser explotado a

través de interacciones selectivas con
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cromatografia solida. Propiedades tales cromatograficas actualmente disponibles

como el tamafio, carga, hidrofobicidad, para la separacion de ADN plasmidico se le
conformacioén y accesibilidad de los grupos ha dado por Diogo y col. (2005). (Diogo et al.,
moleculares han sido estudiadas. Una 2005)

matrices

extensa revision de la

Tabla 5.- Comparacién de las propiedades fisico quimicas de las proteinas y los

plasmidos. Adaptado de Urthaler et al., 2005

Caracteristica Proteinas ADN plasmidico

Precursores Amino acidos Acidos nucléicos
Peso molecular 10%-10° 10°-10’
Radio de Stokes 5nm 100-300 nm
Carga Depende de pl/pH negativa
Coeficiente de difusién Media-alta Baja
Viscosidad Baja Alta
Esfuerzo de corte Baja Alta

El tamafio de los plasmidos tiene una influencia en |

Cromatografia de intercambio iénico
Cromatografia de intercambio i6nico
(AEXC) es el método mas utilizado para la
captura primaria de ADNp con mas de 81%
de las patentes dentro de los métodos de
purificacion de ADN (Ghose et al., 2004).
AEXC explora las interacciones
electrostéticas entre el plasmido cargado
negativamente y la resina de fase
estacionaria, grupos cargados positivamente,
tales como aminas cuaternarias. La principal
limitacion de esta técnica es la co-purificacion
de polimeros iénicos de estructura similar y
de carga del ADNp, tales como ADN
gendémico, endotoxinas y RNA (Wicks et al.,

1995). Por lo tanto, las etapas de purificacion
BioTecnologia, Afio 2013, Vol. 17 No. 3

adicionales son necesarias, el aumento de
los costos operativos (Tabla 5). Otras
desventajas de cromatografia AEX son la
baja capacidad relativa para el ADNp, y su
elucién en grandes sales tampones. No
obstante, algunas resinas de AEXC, se ha
demostrado que son altamente selectivas
para la isoforma superenrollada de ADNp
(que tienen mayor densidad de carga)
(Prazeres et al., 1998). Este es uno de las
principales ventajas de esta técnica. La
eliminacion eficaz de ARN (aunque por lo
general con el pre-tratamiento del lisado con
RNasa), y oligonuclettidos algunas proteinas
son las otras principales ventajas de este

método cromatogréfico (Diogo et al., 2005).
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Cromatografia de exclusion por tamafio
Cromatografia de exclusiéon por tamafio
(SEC) explora las diferencias de tamafio
hidrodinamico del plasmido y sus impurezas
en lugar del proceso de adsorcion con el fin
de purificar la molécula objetivo. Para lograr
una buena separacion entre dos especies, se
requiere que las dos moléculas difieren en
tamafio por 2 veces, de otro modo la
co-elucién de las dos especies obtenidas es
limitada (Li et al., 2007). Con este tipo de
herramienta se pueden eliminar las
impurezas, tales como ARN vy proteinas
descritas en la Tabla 5 (Bywater et al., 1983;
Li et al., 2007). Por lo tanto, las principales
desventajas de este enfoque son los
co-eluciéon de impurezas con un tamafo
similar al ADNp, la limitada ampliacion de la
escala de produccion; y los altos factores de
diluciébn que puedan resultar desventajosos,
en términos de proceso (Diogo et al., 2005).
Por lo tanto, se aplica SEC méas a menudo en
las etapas posteriores del proceso de
purificacion de ADNp para la etapa de

formulacion.

Cromatografia de interaccién hidrofébica

La cromatografia de interaccién hidrofoba
(HIC) se ha utilizado para purificar ADNp
(Diogo et al., 2005; Diogo et al., 1999;
Trindade et al., 2005) HIC hace uso de la
naturaleza mas hidrofobica de los &cidos
individuales, impurezas nucleicas de cadena
(ARN, desnaturalizado ADNc y ADNp

desnaturalizado) y endotoxinas para retardar
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el flujo de estas impurezas a través de un
columna de cromatografia con un soporte
hidréfobo (por ejemplo, fenilo, octilo), por
consiguiente, que el ADN superenrollado se
eluye en el flujo a través de la columna
(Ghose et al., 2004).Ademés, HIC necesita
una alta concentracion de sales para
promoaver la union, por lo que puede ser mas
convenientemente empleado después de la
cromatografia de intercambio ib6nico, o
cuando el plasmido tiene un alto contenido
de sales. A pesar de las capacidades de
unién del plasmido a resinas de HIC, el
rendimiento obtenido es de hasta un 95%
(Diogo et al., 2000). La principal limitacién de
la técnica es que requiere altas
concentraciones de sal (por ejemplo, 1.5 a
2.5 M sulfato de amonio) y ADNp se eluye en
tampon de alta concentracion de sal.
Ademdés, ADNp tiene que ser pre-precipitado
a partir del lisado utilizando isopropanol (con
limitando la utilizacion a gran escala),
seguido por su solubilizacion en alta
concentracion de sal antes de cargarlos en la
columna, aumentando el tiempo de operacion
y los costos (Diogo et al., 2005). Varias
patentes han sido emitidas con HIC para la
purificacion de ADNp (Sousa et al., 2008).

La cromatografia de afinidad

Por dltimo, la captura por afinidad de
ADN plasmidico funciona con base a su
funcién biolégica o estructura quimica. Este
tipo de herramienta cromatogréfica ha sido
desarrollado recientemente y estd ganando

mas interés en el mundo académico. Sin
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embargo, todavia no existe una literatura
ampliamente disponible. En la actualidad se
han desarrollado fundamentalmente dos
enfoques relevantes para la recuperacion de
alta afinidad de ADNp:1) Triple hélice, ADN
vinculante a proteinas y las interacciones de
aminodcidos (Sousa et al., 2008). La afinidad
de triple hélice (THAC) se basa en la
interaccion especifica de secuencia de un
oligonucleétido pirimidina con ADNp (Wils et
al., 1997; Schluep y Cooney, 1998; Prazeres
et al., 1998). La unién se produce a través de
la surco mayor del ADN y a través de la
formacion de enlaces de hidrégeno de
Hoogsteen. La cinética de unién es
generalmente lenta (puede ser necesario >
1h) y requiere un pH &cido con el fin de que
el complejo de union sea estable. A pesar de
gue esta técnica puede diferenciar el ADNp
por su secuencia en un solo paso, los
rendimientos de recuperacion son bajos
(mejor rendimiento ~ 50% (Wils et al., 1997).
Sin embargo, se logré un avance significativo
en la eliminacién de la ADNg, ARN (Tabla 1).
La primera demostracién de la utilizacion de
proteinas de unién a ADN como ligandos de
afinidad en una purificacion cromatografica
ADNp fue realizado por Woodgate et al.,
(2008). Finalmente, la cromatografia de
afinidad de amino-acido de ADN ha sido
explorado por el uso histidina (Sousa et al.,
2006) o arginina (Sousa et al., 2009) ligandos
de aminoacidos (Woodgate et al., 2002).
Normalmente se conoce como pseudo
ligandos de afinidad, estos dos aminoacidos

se han inmovilizado en un soporte de
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cromatografia y se puede diferenciar entre
las isoformas superenrollada (SC) y abierto
(SO) ADNp circular se forma en un paso de
operacion. La eliminacion de ADNg vy
endotoxinas se realizaron dentro de los
niveles aceptables y no se encontraron
restos de proteinas ademas no se detecto
ARN en la muestra de elucién. Sin embargo,
estos ligandos han demostrado que tienen
rendimientos relativamente bajos y la
interaccion entre el ADNp y el aminoacido es
depende de la composicion de la base, lo
que puede poner en peligro el futuro de
purificacion proceso con diferentes plasmidos
(Sousa et al., 2008).

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Esta revision describe una amplia gama
de soluciones tanto en cepas de E. coli,
vectores empleados y las operaciones de
separacién enfrentan la produccién de
plasmido de ADNp para la terapia génica y
vacunas de ADN. Debido a que estas
tecnologias evolucionan rapidamente, es
probable que continle un impacto positivo en
la forma de producir el ADNp. Sin embargo,
existen otro tipo de opciones interesantes
para la ingenieria de cepas y vectores que
aun no se han abordado. Por ejemplo, una
estrategia potencial para el aumento de
rendimiento de ADNp es posible que al
incrementar el flujo de carbono hacia la via
de las pentosas fosfato sea benéfico para
aumentar el contenido especifico de ADNp.
mediante  la

Esto podria lograrse
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sobreexpresion del gene que codifica para la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (zwf).

Otro factor importante en la produccion
de ADNp es el numero de copias del
plasmido se modula utilizando factores
externos tales como la temperatura (Carnes
et al. 2006). En un reciente estudio,
Goncalves et al.,, (2012) sefialaron que los
resultados publicados por Caspeta et al.,
(2009) son aplicables a la produccion de
ADNp con termo induccion, sin embargo es
necesario profundizar en este campo de
estudio. Lo que sugiere que la
termoinduccion del ADNp puede ser una
herramienta de proceso bastante atractiva,
en términos de rendimientos.

En general, los esfuerzos de ingenieria
celular y los vectores descritos en esta
revision demuestran la mejora de los
procesos que pueden resultar de la
evaluacién de las tecnologias existentes y la
consideracion de las preocupaciones del
proceso durante la fase de investigacion
basica de desarrollo de productos. Si bien
gran parte de la infraestructura es similar
tanto para la proteina recombinante y la
produccién ADNp, hay muchos temas que
son especificos de un producto final de ADN
plasmido, y estos temas se han abordado en
muchos aspectos originales e innovadores. A
medida que nuevas cepas, ingenieria y
vectores siguen caracterizandose y ganando
una mayor aceptacion, la aplicacion de estas
tecnologias tiene un gran potencial para dar
lugar a procesos mas productivos en la

produccién de vacunas de ADNp.
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